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RIASSUNTO  
 
Parole chiave: mezzi di contrasto ecografici - cane - rene - microbolle - perfusione 
 
Introduzione: l’ecografia con mezzo di contrasto (CEUS) è una metodica diagnostica 
innovativa in rapido sviluppo anche in medicina veterinaria, che integra e valorizza 
l’ecografia vascolare convenzionale (B-Mode, Color e Power Doppler). Questa tecnica si 
basa sull’utilizzo di microbolle come mezzo di contrasto. Esse, rimanendo confinate 
esclusivamente nel comparto vascolare, permettono una valutazione dinamica della 
perfusione ematica in numerosi distretti organici e rafforzano la capacità di caratterizzazione 
di lesioni focali parenchimali. 
Obiettivo: valutazione della perfusione renale in cani sani, attraverso l’utilizzo della CEUS. 
Materiali e metodi: abbiamo effettuato uno studio ecocontrastografico renale mediante 
l’utilizzo di un mezzo di contrasto di seconda generazione, SonoVue, in 16 cani sani, con 
analisi sia qualitativa che quantitativa. L’analisi qualitativa consisteva nell’osservazione 
della distribuzione del mezzo di contrasto nel parenchima renale. L’analisi quantitativa, 
invece, prevedeva di ricavare, attraverso l’analisi di una curva intensità-tempo, i valori dei 
parametri fisiologici di perfusione renale.  
Risultati: l’analisi qualitativa si è dimostrata metodica ripetibile e conforme ai dati presenti 
in letteratura, mentre per quanto riguarda quella quantitativa, i valori ottenuti sono risultati 
meno significativi. 
 
 
ABSTRACT 
 
Keywords : ultrasound contrast agents - dog - kidney - microbubbles – perfusion 
 
Introduction: contrast enhanced ultrasound (CEUS) is an innovative diagnostic method 
rapidly developing in veterinary medicine, which complements and strengthens the 
conventional vascular ultrasound (Color and Power Doppler). This technique is based on the 
use of microbubbles as a contrast medium. They, remaining confined exclusively in the 
vascular compartment, allow a dynamic evaluation of blood perfusion in many organic 
districts and strengthen the capacity of characterization of focal parenchymal lesions.  
Objective: evaluate the renal perfusion in healthy dogs, through the use of CEUS. 
Materials and methods: we performed a renal echocontrastographic study through the use of 
a second-generation contrast media, SonoVue, in 16 healthy dogs, with  qualitative and 
quantitative analysis. The qualitative analysis consisted in the observation of the distribution 
of the contrast agent in the renal parenchyma. The quantitative analysis, however, provided 
to obtain, through the analysis of a time-intensity curve, the values of the physiological 
parameters of renal perfusion.  
Results:qualitative analysis has proven repeatable methodology and consistent with the data 
in the literature, while as regards the quantitative one, the values obtained, are less 
significant results. 
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PARTE GENERALE 
 
 
INTRODUZIONE 
 
L’ecografia con mezzo di contrasto (Contrast Enhanced Ultrasonography, CEUS) è 
una metodica diagnostica innovativa in rapida evoluzione che presenta numerose 
applicazioni in ambito clinico sia in medicina umana che veterinaria.  
Il concetto di mezzo di contrasto ecografico fu descritto per la prima volta nel 1968, 
da Gramiak e Shah, quando fu osservato un transitorio aumento dell’ecogenicità del 
sangue in prossimità dell’aorta toracica durante la somministrazione di soluzione 
fisiologica salina in corso di cateterismo cardiaco
1
.  
Da allora, un grande impulso tecnologico ha consentito di condurre numerosi studi 
chimico-fisici finalizzati a sviluppare specifici mezzi di contrasto ecografici (mdc) in 
grado di attraversare il filtro polmonare, di raggiungere la rete vascolare sistemica e 
persistere per lungo tempo all’interno della circolazione capillare. 
Oggi con questa metodica si cerca di migliorare le tecniche dell’ecografia 
convenzionale B-Mode, Color Doppler e Power Doppler, ottimizzando la 
visualizzazione e la valutazione della vascolarizzazione e della perfusione degli 
organi esaminati e di eventuali lesioni o alterazioni presenti
2
. 
In medicina umana, diversi studi hanno dimostrato che l’ecografia con mezzo di 
contrasto presenta una specificità ed una sensibilità superiori all’ecografia 
tradizionale e confrontabili con le metodiche considerate il ‘gold standard’ come la 
Risonanza Magnetica Nucleare (RMN) e la Tomografia Computerizzata (TC)
3
. 
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CAPITOLO 1 
 
 
MEZZI DI CONTRASTO ECOGRAFICI 
 
 
 
1.1 Classificazione dei mezzi di contrasto ecografici 
 
Un mezzo di contrasto ecografico è una sostanza esogena, costituita da microbolle di 
gas o aria, che può essere somministrata per via endovenosa o all’interno di una 
cavità corporea , allo scopo di intensificare il segnale ultrasonoro
4
. Inoltre, le 
microbolle preparate per essere iniettate per via intravenosa, devono essere distinte 
dai composti orali che vengono impiegati per rimuovere il gas intestinale che ne 
limiterebbe la valutazione dell’organo oggetto di studio
5
. 
Il mezzo di contrasto ideale dovrebbe essere inerte, iniettabile per via endovenosa 
tramite bolo od infusione continua, stabile durante il passaggio a livello cardiaco e 
polmonare, persistente a livello del circolo ematico, essere in grado di fornire un 
adeguato effetto riproducibile per tutta la durata dello studio ecografico e rispondere 
in maniera ben definita alla pressione di picco da parte dei raggi ultrasonori 
incidenti
1
. 
In base alla loro composizione e di conseguenza ai loro meccanismi 
farmacocineticici e di interazione con il fascio ultrasonoro, i mezzi di contrasto 
ecografici possono essere raggruppati in 4 classi o generazioni. Alla generazione 
zero appartengono i primi mezzi di contrasto, formati semplicemente da soluzione 
fisiologica salina agitata manualmente. Le bolle così prodotte, a causa delle loro 
grandi dimensioni (> 50 µm) e della loro elevata solubilità nel torrente circolatorio, 
possiedono scarsa stabilità e sono caratterizzate dal fatto che non sono in grado di 
oltrepassare il letto capillare polmonare. Il loro impiego è limitato alla diagnosi di 
shunt intra o extracardiaci destri-sinistri
4
. 
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Successivamente, la persistenza e la stabilità delle microbolle è stata aumentata 
attraverso due principali modalità, rappresentate dall’ incapsulamento della bolla con  
tensioattivi e dalla selezione di gas che abbiano un coefficiente di solubilità basso. 
Questo ha portato allo sviluppo della prima generazione di mezzi di contrasto, i quali 
utilizzano l’aria come gas nelle microbolle ricoperte da un guscio esterno.  
Uno dei principali mezzi di contrasto ecografici di prima generazione che ha avuto 
maggior successo clinico è il Levovist  (SHU 508 A, Shering, Berlin, Germany)1. 
Esso è stato il primo mezzo di contrasto ecografico approvato in Europa e Canada ed 
è caratterizzato da microbolle di aria con diametro medio di 2-3 µm ricoperte da un 
guscio esterno costituito da galattosio ed acido palmitico. Quest’ultimo fornisce 
maggior stabilità alle microbolle, le cui piccole dimensioni ne permettono il 
passaggio anche a livello del letto capillare polmonare. Quando la matrice zuccherina 
si dissolve nel plasma, le microbolle vengono rilasciate e ricoperte dallo strato sottile 
di acido palmitico
6
. Data la sua specificità di distribuzione a livello epato-splenico, 
esso è stato utilizzato principalmente per lo studio della perfusione ematica di questi 
organi
1
.  
Altri mezzi di contrasto apparteneti a questa categoria sono Albunex (Molecular 
Biosystems, San Diego, Calif.; and Mallinckrodt, St.Louois, Mo.) ed Echovist 
(SHU 454, Shering, Berlin, Germany).  
Albunex è costituito da microbolle stabilizzate con un sottile guscio di albumina 
umana di 30-50 nm, una concentrazione di 3-5 X 10^8 microsfere per millilitro e un 
diametro maggiore di 3,8 µm (Fig.1). Le microbolle di Albunex sono veramente 
sensibili ai cambiamenti di pressione e la loro emivita è molto breve (<1 min)
1
.  
Echovist è stato il primo mezzo di contrasto,  costituito da microbolle, 
commercializzato in Europa nel 1991. Esso è stato approvato per l’ecocardiografia 
per rilevare shunts cardiaci. Le microbolle, il cui diametro maggiore è 
approssimativamente di 2 µm, sono stabilizzate da una matrice costituita da 
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galattosio. La loro stabilità, però, non è sufficiente a consentire di attraversare i 
polmoni in seguito ad iniezione intravenosa periferica
6
.  
Il limite dei mezzi di contrasto appartenenti a questo gruppo è il fatto 
dell’impossibilità di produrre un enhancement continuo che riesca a permettere uno 
studio dinamico della struttura od organo esaminato. Infatti per avere una 
proporzionata produzione del segnale di ritorno, è necessario provocare la rottura 
della bolla, per cui la rappresentazione della distribuzione del mezzo di contrasto può 
essere acquisita solo dopo un certo numero di secondi dall’iniezione ed ha durata 
breve, di pochi millisecondi.  
Questo limite è stato risolto dallo sviluppo di mezzi di contrasto di seconda 
generazione. Essi utilizzano gas insolubili inerti ,diversi dall’aria, che permettono di 
ottenere una migliore stabilità ed una minor diffusione e solubilità delle microbolle
7
. 
Questo ne permette un aumento della sopravvivenza, nel circolo ematico, delle 
microbolle stesse. Inoltre, il guscio esterno elastico ne consente una più adeguata 
‘risonanza’ della bolla colpita dal fascio ultrasonoro con successiva maggior quantità 
di segnale armonico prodotto. Grazie a questa caratteristica sono in grado di oscillare 
in risposta allo stimolo acustico, generando onde riflesse a pressioni anche molto 
ridotte (basso indice meccanico 0,2-0,5). 
I mezzi di contrasto di seconda generazione possono essere ulteriormente suddivisi in 
due gruppi. Un gruppo è composto da microbolle costituite da perfluoropropano e 
rivestite da un guscio fosfolipidico (es. Definity e Imagent) o da albumina umana 
(es. Optison)4.  
Definity (MRX 115, DMP115, Bristol-Myers Squibb Medical Imaging, North 
Billerica, MA) contiene microbolle di 2,5 µm di diametro costituite da 
perfluoropropano rivestite da un sottile strato fosfolipidico
8
.  
Imagent (AFO-150; Imcor Pharmaceutical, San Diego, CA, USA) consiste di 
microbolle di perfluoroesano rivestite da un guscio lipidico. Le microsfere sono 
composte da agenti strutturali idrosolubili , surfactanti e sali
9
. La presenza del 
perfluoroesano, che possiede bassa solubilità nel sangue, ne aumenta la stabilità delle 
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microsfere. Come il Levovist, presenta una fase tardiva epato-specifica, che 
suggerisce un’intrappolamento specifico a livello di questo organo
10
.  
Optison , invece, è molto simile ad Albunex , in quanto il guscio è costituito da 
albumina umana, ma a differenza di questo, l’aria delle microbolle è sostituita con 
perfluoropropano. Il loro diametro varia da 2 a 4,5 µm e la loro concentrazione di 5-8 
x 10^8 microsfere per millilitro. E’ stato recentemente approvato in Europa, Canada 
e USA in ecocardiografia per fornire un’opacizzazione delle camere cardiache
6
. 
L’altro gruppo dei mezzi di contrasto di seconda generazione, è formato da 
microbolle contenenti esafluoruro di zolfo. Tra questi si trova Sonovue (BR1, 
Bracco imaging, Milan, Italy), le cui microbolle sono rese stabili mediante l’utilizzo 
di molteplici surfactanti come il glicole polietilenico, fosfolipidi e l’ acido palmitico 
(Fig.2). Esse misurano circa 3 µm di diametro e si raggiunge una concentrazione di 2 
x 10^8 microbolle per millilitro. Inoltre, questo mezzo di contrasto ecografico mostra 
elevata eco-reflettività , elasticità e resistenza alla pressione, sviluppando così segnali 
armonici anche a basse frequenze di insonazione
1
.  
 
              
Figura 1:  microfotografia elettronica mostra il                Figura 2: Composizione delle microbolle di  Sonovue.                                          
“guscio” spesso e rigido di una microbolla d’aria. 
 incapsulata con albumina denaturata (Albunex). 
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I vantaggi dei mezzi di contrasto appartenenti a quest’ ultimo  gruppo, sono quelli di 
avere una prolungata stabilità delle microbolle sia nel flacone (fino a 6 h) che nel 
sangue periferico (emivita di 6 minuti) e un’uniformità delle loro dimensioni (5µm), 
che ne migliorano la produzione del segnale di ritorno
11
. 
Quelli appartenenti alla terza generazione, attualmente sono ancora in fase 
sperimentale: l’obiettivo è quello di aumentarne ulteriormente la loro stabilità nel 
torrente ematico
4
.   
In conclusione, i mezzi di contrasto ecografici possono essere classificati in base al 
tipo di gas contenuto nelle microbolle (aria, perfluorocarburo, esafluoruro di zolfo, 
perfluoroesano, perfluoropropano), al tipo di capsula (rigida o leggera) ed alla natura 
chimica della capsula (surfactante, lipidi, albumina).  
Infine , quindi, le caratteristiche che contraddistinguono i singoli mezzi di contrasto 
l’uno dall’altro, sono rappresentate dal tipo di interazione tra fascio ultrasonoro e 
microbolle (tipo di gas, rigidità della capsula, diametro medio), dal grado di potenza 
acustica necessario per ottenere la liberazione di energia armonica, dalla capacità di 
attraversare il filtro capillare  polmonare e periferico e dalla specificità d’organo
4
 
(Tab.1). 
 
 
 
  Mdc                      Guscio/Gas                          ∅ microbolle           Superamento filtro        Stabilità  
                                                                               (µm)                          polmonare                  (min) 
 
Albunex          Albumina umana - aria                                        3-8                                             Si                                    < 1 
Echovist          Matrice di galattosio - aria                                    2                                               No                                  < 1 
Levovist         Galattosio e acido palmitico -  aria                        2                                               Sì                                    < 5 
Definity          Fosfolipidi  - perfluoropropano                       1.1 – 3.3                                         Si                                    < 10 
Optison           Albumina – perfluoropropano                           2 – 4.5                                          Si                                    < 5 
Sonovue          Fosfolipidi – esafluoruro di zolfo                         2.5                                             Si                                   < 5 
 
Tabella 1: Caratteristiche principali dei mezzi di contrasto ecografici. 
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 1.3 Farmacocinetica e principi di azione dei mezzi di contrasto ecografici 
 
Dopo l’iniezione intravenosa, il mezzo di contrasto ecografico si diluisce nel sangue 
fino a raggiungere una concentrazione massima. A partire da questo livello di 
concentrazione, l’enhancement generato dalle microbolle riflettenti può essere 
sfruttato lungo l’intero sistema cardiovascolare. Grazie alle piccole dimensioni delle 
microbolle (generalmente comprese tra 2 e 6 µm), il mezzo di contrasto attraversa il 
filtro polmonare riuscendo così a raggiungere la rete capillare del circolo sistemico. 
A differenza dei contrasti ionici o non ionici, questi mezzi di contrasto non 
diffondono nell’interstizio degli organi e dei tessuti ma restano confinati 
esclusivamente nel lume vasale sino all’esalazione del gas a livello polmonare. 
Alcuni mezzi di contrasto, come Levovist, presentano anche una fase epato-
splenica specifica, che si verifica dopo 20 min dalla somministrazione endovenosa. 
Questo fenomeno non è del tutto compreso, ma sembra che sia determinato 
dall’aderenza delle microbolle a livello dei sinusoidi epatici o dalla selettiva 
captazione da parte delle cellule del sistema reticolo-endoteliale di fegato e milza
1
.  
Il gas contenuto nelle bolle, generalmente, viene eliminato attraverso i polmoni 
mentre i componenti stabilizzanti sono filtrati a livello renale ed eliminati tramite la 
metabolizzazione epatica
12
. I fosfolipidi del guscio esterno, entrano nel normale 
metabolismo lipidico e il galattosio viene disperso nello spazio extracellulare ed è 
soggetto a metabolismo del glucosio
1
. 
Il principio di funzionamento fondamentale dei mezzi di contrasto ecografici è 
rappresentato dall’aumento della riflettività (enhancement) a livello ematico. Infatti 
l’interfaccia gas/sangue di ciascuna microbolla , comportandosi da riflettore molto 
efficiente del fascio ultrasonoro incidente, va ad intensificare il segnale di ritorno alla 
sonda. Questo è dovuto alla presenza di una grande differenza di impedenza acustica 
esistente tra il gas contenuto nelle microbolle e il sangue circostante
6
. L’aumento di 
intensità del segnale di ritorno è dato dal numero delle microbolle moltiplicato per il 
coefficiente di ecogenicità di ogni singola microbolla. Si afferma così che l’intensità 
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del segnale aumenta con il numero di microbolle presenti in circolo ed interagenti 
con il fascio ultrasonoro
13
.  
Successivamente all’iniezione, le bolle circolano attraverso lo spazio vascolare 
aumentando notevolmente l’ampiezza dei segnali provenienti non solo dai grossi vasi 
ma anche dalla microvascolarizzazione, rendendo così possibile lo studio della 
perfusione tissutale
14
. 
Le proprietà fisiche dei mezzi di contrasto a base di microbolle ed il comportamento 
di quest’ultime in presenza di un fascio ultrasonoro sono strettamente correlate alle 
caratteristiche della microbolla stessa (dimensioni, tipologia di gas contenuto, 
composizione ed elasticità della capsula periferica) e a quelle del fascio ultrasonoro 
(frequenza di insonazione, frequenza di ripetizione dell’impulso ultrasonoro e 
potenza acustica di insonazione  impiegata)
6
.   
Per quanto riguarda le caratteristiche intrinseche delle microbolle che vanno ad 
influenzare la loro persistenza nel circolo ematico, si deve tener conto della 
diffusibilità del gas contenuto, della tensione superficiale che si viene a creare a 
livello dell’interfaccia bolla/sangue e della natura della capsula periferica.  
La diffusibilità, espressa dal coefficiente di diffusione, e la solubilità del gas di 
riempimento nel sangue, influenzano notevolmente la sopravvivenza della 
microbolla nel sangue (T), come dimostra la seguente equazione: 
                    
                                            T = r^2 ρ /  2D Cs 
 
dove r rappresenta il suo raggio, ρ la densità del gas in essa contenuta , D la capacità 
del gas di diffondere all’esterno attraverso la membrana stabilizzata e Cs il 
coefficiente di saturazione del gas stesso nel sangue.  
E’ stato dimostrato che anche la tensione superficiale influisce sulla resistenza delle 
microbolle: maggiore è la tensione superficiale, minore è la loro persistenza. Proprio 
per questo vengono utilizzati fosfolipidi come sostanze tensioattive che ne vanno a 
ridurre così la tensione superficiale.  
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L’ultimo importante fattore intrinseco fondamentale nel determinare la persistenza 
delle microbolle è rappresentato dalla natura del rivestimento esterno. Naturalmente 
più stabile è quest’ultimo o minore è la sua solubilità in acqua, più duraturi saranno 
la sopravvivenza delle bolle e il loro effetto ecoriflettente. Per cui, per esempio, le 
microbolle con rivestimento costituito da galattosio, avranno una bassa persistenza 
dovuto alla alta solubilità di questo zucchero nell’acqua, mentre quelle contenenti 
fosfolipidi o albumine presenteranno una maggior stabilità in quanto queste sostanze 
possiedono bassa solubilità in acqua
1
.  
Per quanto riguarda le caratteristiche del fascio ultrasonoro, la potenza acustica di 
insonazione, cioè l’intensità degli ultrasuoni che viene applicata sulle microbolle, 
rappresenta il principale parametro che influenza la loro risposta, che può variare 
dall’oscillazione alla rottura delle microbolle stesse.  
Le microbolle quando sono colpite da un fascio di ultrasuoni, li riflettono con la 
stessa frequenza del fascio di ultrasuoni incidente. Per produrre un efficace segnale 
di ritorno, le microbolle devono entrare in risonanza: questo avviene quando sono 
colpite da un fascio di ultrasuoni che presenta una frequenza uguale a quella di 
risonanza delle stesse, che le stimola a contrarre od espandere il loro diametro 
diverse volte . Quando le microbolle entrano in risonanza riescono a trasmettere al 
trasduttore, oltre alla frequenza di insonazione, una serie di ‘armoniche’, cioè segnali 
a frequenza multipla rispetto alla frequenza fondamentale
15
.  
La potenza acustica di insonazione può essere regolata nell’ecografo variando il 
valore delle unita’ kPascal oppure correggendo il settaggio del cosiddetto Indice 
Meccanico (MI), che è una misura indiretta della pressione acustica esercitata 
dall’ultrasuono sulla microbolla. Esso viene definito come il rapporto tra la pressione 
acustica negativa (P neg) e la radice quadrata della frequenza (f): 
 
                                                  IM = P neg/√ f 
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Se questo parametro viene regolato a bassi valori (MI < 0,1) l’oscillazione della 
microbolla è lineare, la bolla entra in risonanza, produce dei segnali di ritorno alla 
stessa frequenza dell’ultrasuono che l’ha eccitata (frequenza fondamentale) e le fasi 
di compressione ed espansione sono identiche. La microbolla quindi non cambia 
significativamente le proprie dimensioni nel tempo e  quindi può essere considerata , 
in questo caso, come un oggetto statico. Il risultato è un aumento dell’intensità 
dell’eco di ritorno che può essere sfruttato per incrementare la visualizzazione del 
segnale Doppler. Questa tecnica è stata utilizzata per molti anni in associazione ad un 
mezzo di contrasto di prima generazione, come Levovist6.  
A valori intermedi di Indice Meccanico (0,1< MI <0,5), invece, si presentano le 
cosiddette oscillazioni “non lineari” delle microbolle: esse aumentano in ampiezza ed 
iniziano a diventare asincrone rispetto al fascio ultrasonoro d’origine. In questo caso, 
entrando in risonanza, le microbolle vanno incontro a fasi di espansione e 
compressione non uguali, in quanto la fase di espansione predomina rispetto alla fase 
di compressione. Il risultato è la produzione di onde ultrasonore di ritorno con una 
forma asimmetrica e che contengono nel loro spettro frequenze diverse da quelle 
dell’ultrasuono originario (frequenza fondamentale), le cosiddette “frequenze 
armoniche” o “subarmoniche”. Queste frequenze sono multipli o sottomultipli della 
frequenza fondamentale.  
Tra le armoniche riflesse una è caratterizzata da una frequenza doppia rispetto a 
quella incidente e viene denominata “ seconda armonica”:  essa è sfruttata per 
ottimizzare la ricezione del segnale proveniente dal mezzo di contrasto, in quanto 
viene prodotta esclusivamente dalle microbolle e non dal tessuto circostante, 
rendendo così la metodica sensibile e selettiva da permettere di studiare anche 
piccole variazioni del microcircolo ematico
16
. Questo fenomeno fisico è alla base 
dell’utilizzo dei moderni mezzi di contrasto ecografici , come quelli di seconda 
generazione, che permettono uno studio dinamico in tempo reale
17
.  
Ad una ancora più alta potenza acustica (IM > 0,5), l’intensità dell’ultrasuono 
determina la rottura delle microbolle: il guscio della microbolla si rompe e il gas in 
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essa contenuto si diffonde rapidamente nel fluido circostante. La distruzione delle 
microbolle determina un’emissione di un segnale transitorio irregolare , a banda 
larga e non lineare (Fig. 3). Questa tecnica viene principalmente utilizzata con i 
mezzi di contrasto di prima generazione che presentano un comportamento armonico 
a bassa potenza di insonazione (Fig. 4).  
 
 
Figura 3: Impatto dei diversi indici meccanici sul comportamento delle microbolle A: ad un alta 
potenza acustica (IM>0,5), l’intensità dell’ultrasuono determina la rottura delle bolle; B:  ad una 
potenza acustica intermedia (IM 0,2-0,4) si ha la produzione di onde ultrasonore di ritorno con una 
forma asimmetrica e che contengono nel loro spettro frequenze diverse (frequenze armoniche) 
rispetto alla frequenza fondamentale. C: a valori bassi di potenza acustica (IM<0,1) l’oscillazione 
della microbolla è lineare e si ha la produzione di segnali di ritorno alla stessa frequenza 
dell’ultrasuono che l’ha eccitata (frequenza fondamentale) 
 
 
La distruzione del mezzo di contrasto può essere considerata una limitazione di 
questo  metodo di indagine in quanto rende impossibile uno studio dinamico 
continuo. Il risultato è una rappresentazione istantanea della distribuzione del mezzo 
di contrasto nell’organo o tessuto con poche o assenti informazioni sulle 
caratteristiche del flusso sanguigno, il cosiddetto Stimulated Acoustic Emission 
(AES) o Flash Echo Imaging
6
.  
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Figura 4: Comportamento fisico delle microbolle in un campo acustico (Rossi , 2007). 
 
 
1.4 Acquisizione del segnale in seguito ad infusione del mezzo di contrasto 
 
Dopo infusione endovenosa, i mezzi di contrasto ecograficici aumentano 
l’ecogenicità del sangue di circa 20 dB.  
Questo rinforzo è dose dipendente e ben documentabile con le tecniche di 
acquisizione convenzionale come il Doppler spettrale e il color e power Doppler
18
.  
I mezzi di contrasto ecografici aumentano l’intensità del segnale Doppler e 
migliorano la rilevazione e la valutazione dei vasi sanguigni in caso di bassa portata 
ematica, vasi profondi o nel caso di uno studio vascolare con inadeguata 
angolatura
19
.  
Le applicazioni principali relative all’utilizzo dei mezzi di contrasto in uno studio 
ecoDoppler, includono disturbi epatici o splenici macrovascolari (stenosi o 
occlusione di arterie o vene) o microvascolari (infarti, ipoperfusione, 
caratterizzazione di lesioni cistiche solide)
20
.  
Il power Doppler convenzionale si è dimostrato di essere più sensibile nel rilevare 
basse velocità e vasi ematici di piccole dimensioni rispetto all’utilizzo del solo power 
Doppler o del color Doppler con o senza l’utilizzo del mezzo di contrasto
21
. Mentre il 
color Doppler utilizza la variazione della frequenza di ritorno per fornire 
informazioni sulla velocità e sulla direzione del flusso ematico, power Doppler si 
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serve dell’ampiezza del segnale Doppler riflesso in seguito al movimento delle 
cellule ematiche
22
.  
Tuttavia, la presenza di molteplici artefatti nell’utilizzo di queste tecniche 
convenzionali e lo sviluppo di importanti miglioramenti nella sensibilità del sistema 
di acquisizione delle immagini ecografiche , ha ridotto notevolmente i benefici 
clinici dell’ecocontrastografia Doppler
1
. La caratterizzazione del microcircolo 
richiede la disponibilità di apparecchiature estremamente sensibili, capaci di 
rappresentare il segnale molto debole che origina dai piccoli vasi dove il flusso è 
lento, ma anche di differenziarlo dal ‘rumore’ di fondo perivascolare.  
L’obiettivo è quello di separare l’ultrasuono di ritorno prodotto dal mezzo di 
contrasto da quello originato dal tessuto, in modo da rappresentare solamente la 
componente di flusso dell’organo studiato. In quest’ottica, la comprensione della 
risposta non lineare delle microbolle,  ha rappresentato lo stimolo verso lo sviluppo 
dell’imaging in seconda armonica. Per isolare la componente del segnale di ritorno 
prodotta dalla microbolla, sono state utilizzate modalità differenti.  
I primi sistemi utilizzavano la filtrazione del segnale armonico sulla base della 
frequenza di ricezione
6
. Un’evoluzione a queste prime tecnologie, si è verificata con 
l’introduzione del Pulse Inversion Imaging. Introdotta e brevettata intorno agli anni 
’90,  essa rappresenta una sequenza di acquisizione in cui l’ultrasuono inviato è 
costituito da due impulsi che sono speculari , ossia in fase opposta a 180°. In questo 
caso la componente fondamentale dello spettro di ritorno sommandosi si azzera, 
quindi il segnale prodotto dal tessuto viene eliminato. Rimane quindi solamente la 
componente armonica dello spettro di ritorno prodotta dalle microbolle che , grazie 
alla sua forma asimmetrica, produce un segnale rilevabile. Lo svantaggio di questa 
metodica è quello di determinare una certa riduzione del frame rate
23
.  
Un’ulteriore sofisticazione di questa sequenza è rappresentata dalla Cadence 
Contrast Pulse Sequencing Technology (CPS) che utilizza una complessa sequenza 
di impulsi inviati, diversi per fase ed intensità, e sfrutta sia frequenze fondamentali 
che armoniche per generare il segnale di ritorno
24
.  
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Un’altra recente tecnologia , Contrast Tuned Imaging, si basa sull’utilizzo di una 
stretta banda di ultrasuoni in uscita associata ad una selezione digitale del segnale di 
seconda armonica di ritorno: essa consente un’ottima visualizzazione del mezzo di 
contrasto e la soppressione del segnale di fondo prodotto dal tessuto
25
. 
 
 
1.5 Artefatti  
 
Tra i principali artefatti ecografici che si possono presentare in seguito all’utilizzo di 
un mezzo di contrasto, possiamo trovare quelli correlati all’utilizzo del color e power 
Doppler e quelli secondari alle modalità contrasto - specifiche.  
Tra i primi si possono includere i segnali transitori ad alta intensità (high – intensity 
transient signals), l’aumento di velocità del picco sistolico ed  il ‘blooming artefact’.  
Tra i secondi, invece, quelli da attenuazione del fascio ultrasonoro e da insonazioni 
multiple.  
L’artefatto da segnali transitori ad alta intensità è determinato dal collasso o 
aggregazione delle microbolle, che producono punte taglienti sul tracciato Doppler 
spettrale e che viene percepito come un suono scoppiettante all’uscita audio
26
. 
Invece, un’ aumento della velocità del picco sistolico fino al 50% si può trovare 
durante il picco di enhancement. Questo artefatto non è correlato ad una modifica 
delle caratteristiche del flusso sanguigno  ed è particolarmente evidente quando la 
linea di base della traccia spettrale è sub-ottimale. Esso può essere limitato andando a 
ridurre il guadagno del Doppler e usando un’infusione lenta del mezzo di contrasto.  
Il ‘blooming artifact’ definisce l’effetto mosaico ad alta intensità che si registra nel 
lume del vaso campionato durante l’utilizzo del Doppler convenzionale. Esso appare 
come una un’improvvisa variegata fioritura del lume vasale che raggiunge la 
massima intensità subito dopo l’infusione del mezzo di contrasto, per ridursi 
progressivamente con la distruzione delle microbolle. Questo artefatto può essere 
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ridotto andando ad aumentare il filtro del color Doppler e la frequenza di ripetizione 
degli impulsi o a diminuire l’indice meccanico
6
. 
L’artefatto da attenuazione del fascio ultrasonoro è prodotto quando questo attraversa 
un’alta concentrazione di microbolle : esso è di più frequente riscontro nel cuore e 
talvolta è osservato anche nel fegato.  
Infine, l’artefatto da insonazioni multiple è il risultato di diverse scansioni eseguite 
ortogonalmente all’organo in esame, che causa la rottura delle microbolle, come si ha 
per esempio quando il lobo destro del fegato viene scansionato da un piano di 
insonazione trasversale dopo uno iniziale  longitudinale di lobo sinistro e parte di 
quello destro epatico
27
. 
 
 
1.6 Sicurezza  
 
I mezzi di contrasto ecografici mostrano un eccellente profilo di sicurezza, risultando 
privi di tossicità specifica renale, epatica, cardiaca o cerebrale. In  medicina umana le 
reazioni avverse sono rare, di solito transitorie, e di lieve entità. Una temporanea 
sensazione di dolore, calore o irritazione tissutale possono avvenire nelle vicinanze 
del sito d’iniezione. Sono stati descritti anche casi singoli di dispnea, dolore toracico, 
ipo o ipertensione, nausea e vomito, mal di testa, vertigini e eruzioni cutanee
6
. Nel 
2004 sono state pubblicate linee guida per l’utilizzo clinico della CEUS in medicina 
umana da parte della Federazione Europea delle Società di Ecografia in medicina e 
biologia
19
. 
Anche in seguito al loro impiego in ambito veterinario,  non si sono registrati effetti 
collaterali dopo l’utilizzo di Levovist, Sonovue, Definity e Imagent.  Invece, 
mezzi di contrasto contenenti albumina umana (Optison) hanno provocato reazioni 
anafilattiche in due cani, per cui se ne sconsiglia il loro utilizzo nei pazienti 
animali
28
. 
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1.7 Principali applicazioni cliniche in medicina veterinaria 
 
Le applicazioni della CEUS nella diagnostica dei piccoli animali sono molteplici. Il 
fegato è l’organo addominale più comunemente studiato con l’utilizzo di questa 
tecnica: le principali indicazioni diagnostiche sono rappresentate dalla possibilità di 
rilevare la perfusione a livello di questo organo e la capacità di distinzione tra lesioni 
benigne e maligne. Confrontare il flusso sanguigno arterioso e venoso portale ci può 
essere utile per diagnosticare uno shunt portosistemico o un’ipertensione portale
29
. 
Inoltre, un recente studio ha indicato come, in presenza di lesioni epatiche, 
l’ecografia contrastografica sia estremamente accurata nella previsione di malignità o 
benignità , basandosi sui pattern di perfusione organica
4
.  
A livello splenico è possibile identificare facilmente la presenza di infarti
30
 mentre , 
al momento, non si sono rilevate caratteristiche vascolari o di perfusione specifiche 
che possano consentire la discriminazione delle lesioni a livello di quest’organo
4
. 
L’ecocontrastografia color e power Doppler ha dimostrato di essere uno strumento 
promettente anche per valutare le patologie pancreatiche feline: in gatti affetti da 
questo tipo di patologie, la perfusione e la vascolarizzazione risultano 
significativamente aumentate
31
.  
Oltre alla valutazione della perfusione renale,  tra le lesioni identificate a livello di 
questo organo con la CEUS troviamo infarti e la presenza di lesioni focali
32
.  
Altre patologie vascolari addominali (trombo-embolismi, vasculopatie secondarie a 
torsioni di organo, differenziazione tra trombi e lesioni neoplastiche maligne) 
possono beneficiare di questa metodica
2
. 
Infine, la ricerca sta studiando possibili applicazioni future dei mezzi di contrasto 
ecografici in campo terapeutico. Legando la bolla ad un target ed inserendo al suo 
interno sostanze ad azione farmacologia (farmaci fibrinolitici, chemioterapici ecc) 
sarà possibile distribuire questi composti in maniera precisa, incrementandone , così, 
l’effetto terapeutico e riducendone quello tossico
8
.  
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CAPITOLO 2  
 
 
 UTILIZZO DEL MEZZO DI CONTRASTO ECOGRAFICO NELLO  
 
STUDIO DEL RENE 
 
 
 
2.1 Cenni anatomici del rene  
 
Prima di descrivere l’analisi dello studio sulla perfusione renale tramite l’utilizzo di 
un mezzo di contrasto ecografico, è opportuno soffermarsi brevemente sull’anatomia 
del rene del cane.  
In ciascun rene si possono descrivere le facce, dorsale e ventrale, i margini, laterale e 
mediale , e le estremità, craniale e caudale. La faccia dorsale è in contatto con i 
muscoli lombari ipoassiali mentre quella ventrale è ricoperta dal peritoneo parietale. 
Le estremità craniale e caudale sono unite tramite un margine convesso laterale. Il 
margine mediale, concavo, accoglie l’ilo renale, zona in cui penetrano nell’organo 
l’arteria e i nervi renali e ne fuoriescono la vena renale, i linfatici e l’uretere. In 
profondità, l’ilo è adito ad una cavità, il seno renale occupato in buona parte dai 
calici e dalla pelvi renale.  
Il parenchima renale, compreso in una capsula adiposa,  risulta essere distinto in due 
porzioni: la midollare e la corticale. La midollare, più interna, è composta dalle 
piramidi renali, o piramidi di Malpighi, le quali presentano la base contigua alla 
corticale e l’apice o papilla renale, orientato verso l’ilo. Ciascuna papilla fa rilievo in 
un calice nella pelvi renale e ha, sulla parte libera, i forami papillari, sbocchi di 
altrettanti dotti collettori. Le piramidi sono formate dalle anse di Henle di molti 
nefroni e, soprattutto, da tubuli collettori.  
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La zona corticale ha disposizione periferica e risulta essere composta da due parti, 
radiata e convoluta. La prima, più interna, comprende le piramidi del Ferrein, che 
sono composte da tubuli ad andamento rettilineo. La parte convoluta ,invece,  forma 
la restante parte corticale ed è costituita da buona parte dei componenti dei nefroni 
(corpuscolo del Malpighi e tubuli contorti prossimale e distale).  
 
Il nefrone è l’unità anatomo-funzionale del rene. Esso si presenta come un tubulo 
tortuoso, lungo 30-40 mm, che inizia a fondo cieco con una breve porzione dilatata a 
coppa, la capsula di Bowman, che accoglie il glomerulo vascolare, costituendo con 
questo il corpuscolo renale o corpuscolo di Malpighi. Si continua, poi, con il tubulo 
contorto, distinto nei tratti prossimale, intermedio (ansa di Henle) e distale. 
Quest’ultimo confluisce in un tubulo collettore che corre nei raggi midollari e poi 
nelle piramidi. I vari tubuli confluiscono progressivamente fino a dare un numero 
limitato di dotti papillari (20-30 per ogni piramide) che si aprono all’apice di 
ciascuna papilla renale. 
Il rene è un organo altamente vascolarizzato. Esso è raggiunto da una voluminosa 
arteria renale, ramo dell’aorta addominale. Penetrata nell’ilo, l’arteria si biforca nei 
rami dorsale e ventrale, e dà origine alle arterie interlobari. Ognuna di queste si porta 
verso la corticale e, giunta all’altezza della base delle piramidi, piega per decorrere 
parallelamente alla base stessa, divenendo arteria arciforme. Da esse originano le 
arterie interlobulari e le arterie rette vere. Le arterie interlobulari corrono radialmente 
nella parte corticale tra i raggi midollari e , in questo percorso, lasciano le arteriole 
afferenti dei glomeruli. Le arterie rette vere, invece, si immettono nella midollare.  
Le arteriole efferenti, derivate dai glomeruli, formano una rete capillare intorno ai 
tubuli da cui originano i vasi venosi. Questi ultimi, per il resto, sono satelliti dei vasi 
arteriosi, per cui sono presenti vene interlobulari, vene arciformi e vene rette (Fig.5). 
Le vene arciformi sono ampiamente anastomizzate tra loro e confluiscono nelle vene 
interlobari che rappresentano le radici della vena renale. Infine, la vena renale si 
immette nella vena cava caudale
33
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Figura 5: Vascolarizzazione renale e composizione del nefrone (Pelagalli, Botte,1999) 
 
 
 
2.2 Immagine ecografica del rene fisiologico 
 
I reni vengono più spesso studiati ecograficamente mediante l’utilizzo di sonda 
microconvex. In presenza di animali di piccola taglia o per una valutazione di 
porzioni superficiali dell’organo, possono essere utilizzate anche sonde lineari ad 
elevata frequenza. Le frequenze utilizzate variano di solito tra 7,5 e 12 MHz; a volte 
vengono utilizzate anche frequenze superiori. 
L’animale  è posto, generalmente,  in decubito laterale e può essere valutato tramite 
scansioni longitudinali (sagittale e dorsale), trasversali o intercostali. Nella scansione 
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longitudinale il fascio ultrasonoro è orientato in senso cranio-caudale, con la sonda 
posta in regione addominale media, caudalmente all’arco costale, ventralmente alle 
vertebre lombari, da L1 a L3. Gli ultrasuoni attraversano l’ilo renale, nella scansione 
longitudinale dorsale, o passano tangenzialmente a questo, nella scansione 
longitudinale sagittale. In scansione trasversale il fascio ultrasonoro è orientato in 
senso dorso-ventrale trasversalmente, con la sonda posta in regione addominale 
dorsale di ciascun fianco, caudalmente l’ipocondrio. Infine, nella scansione 
intercostale, principalmente utilizzata per la visualizzazione del rene destro, la sonda 
è tenuta negli ultimi due spazi intercostali. 
I reni del cane si presentano, in un’ immagine ecografica, come strutture di forma 
ovalare, in scansione sagittale, o a ‘fagiolo’, in scansione dorsale attraversante l’ilo 
(Fig.6). La capsula renale si rende visibile come una sottile linea iperecogena nel 
punto in cui il fascio ultrasonoro la colpisce perpendicolarmente. I margini si 
presentano lisci e regolari. La corticale renale è caratterizzata da una ecotessitura fine 
ed uniforme e la midollare renale si presenta ipoecogena rispetto alla corticale e 
suddivisa in lobuli, i quali sono separati da linee iperecogene che rappresentano le 
pareti dei vasi interlobari ed i diverticoli renali. Lo spessore della midollare e della 
corticale risultano simili tra loro e la giunzione cortico-midollare è ben definita. A 
livello di quest’ultima, le zone iperecogene visualizzate, corrispondono alle arterie 
arciformi, le cui pareti formano coppie di interfacce che possono produrre ombra 
acustica e non devono essere confuse con aree di mineralizzazione. La cresta renale è 
il prolungamento della midollare che la divide dalla pelvi e si presenta iperecogena. 
La pelvi renale è localizzata al centro di un’area iperecogena costituita da tessuto 
adiposo: il suo lume si rende visibile solo se è leggermente dilatato (es. in animale 
poliurico, in infusione o se trattato con diuretici). Le arterie e le vene renali sono 
visibili a livello dell’ilo e distinguibili tramite l’utilizzo della funzione doppler. Le 
vene renali presentano calibro maggiore rispetto alle arterie renali. 
Per quanto riguarda l’ecogenicità, dobbiamo confrontare quella del rene a quella del 
fegato e della milza. Il rene destro è comparato con il lobo caudato del fegato mentre 
 26
quello sinistro con la testa della milza. Fisiologicamente, la corticale renale destra 
risulta essere ipoecogena o isoecogena rispetto a quella del lobo epatico caudato 
destro e la corticale renale sinistra ipoecogena rispetto al parenchima splenico
34
.  
 
 
 
Figura 6: Scansione longitudinale sagittale di rene sinistro fisiologico di cane.  La corteccia presenta 
un’ecotessitura uniforme granulare mentre la midollare risulta essere ipoecogena rispetto alla 
corticale.  La giunzione cortico- midollare si presenta netta (Graham, 2011). 
 
 
2.3 Utilizzo della tecnica ecocontrastografica CEUS nello studio del rene fisiologico 
 
Molte tecniche di diagnostica per immagini, incluse la tomografia computerizzata 
(TC), la risonanza magnetica nucleare (RMN) e la tomografia ad emissione di 
positroni (PET), sono state utilizzate per valutare il flusso ematico di un determinato 
organo, incluso  il rene. Tuttavia, queste tecniche si dimostrano essere costose ed 
invasive e presentano alcune limitazioni  come  l’esposizione del paziente alle 
radiazioni o ai traccianti nucleari e al fatto di essere influenzate dal trasporto tubulare 
o dalla filtrazione glomerulare
1
.  
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L’ecografia convenzionale Doppler è , spesso, la tecnica di imaging di prima scelta 
più utilizzata per valutare la vascolarizzazione renale, in quanto non invasiva. La 
portata del flusso ematico viene calcolata come il prodotto della velocità media del 
sangue e l’area della sezione trasversale del vaso sanguigno in esame. 
Sfortunatamente, la stima di entrambi i parametri è associata ad alcuni  problemi 
tecnici: la velocità ematica non è costante, dato che varia con il diametro del lume 
vasale , con il ritmo cardiaco e con la modalità di scansione e la misura dell’area 
della sezione del vaso presenta anch’essa delle difficoltà, specialmente per le arterie 
di piccole dimensioni. Questa tecnica di imaging , infatti, presenta bassa sensibilità, 
in quanto, una valutazione accurata della perfusione renale a livello microvascolare, 
di solito non è possibile e solo le arterie di grosso calibro possono essere analizzate
35
. 
L’ utilizzo della tecnica ecocontrastografica CEUS ha permesso di superare questo 
limite, consentendo una valutazione completa della macro e microvascolarizzazione 
renale e  riuscendo , così,  a quantificare la sua perfusione parenchimale
36
.  
Il progressivo miglioramento della tecnica ecocontrastografica e delle caratteristiche 
dei mezzi di contrasto utilizzati, ha determinato l’avvento di una nuova, non invasiva 
e relativamente poco costosa modalità per valutare il flusso ematico di un 
determinato distretto organico. I mezzi di contrasto ecografici rimangono 
interamente confinati nello spazio intravascolare, dato che non diffondono negli 
spazi interstiziali e non vengono escreti con le urine. Pertanto essi possono agire 
come marcatori del flusso ematico e consentire un’imaging funzionale vascolare
1
.  
L’analisi dello studio ecocontrastografico renale può essere di tipo qualitativo o 
quantitativo.  
Nel primo caso, la valutazione della distribuzione del mezzo di contrasto nel tempo è 
soggettiva e la vascolarizzazione e perfusione nell’organo viene confrontata tra le 
varie parti dell’organo stesso
2
. A livello renale, successivamente all’iniezione 
intravenosa del bolo di mezzo di contrasto, si osserva  un rapido e uniforme aumento 
dell’enhancement attraverso la corticale, la quale risulta soggettivamente più intensa 
rispetto a qualsiasi altro organo addominale. L’iniziale afflusso del mezzo di 
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contrasto a livello corticale è seguito da un plateau o una progressione mediamente 
prolungata del picco di enhancement, in cui si inizia a mostrare contrastata anche la 
midollare. L’iniziale enhancement della midollare è sempre, soggettivamente, più 
tardivo e lento rispetto alla corticale e spesso la midollare rimane moderatamente 
ipoecogena se comparata con la corticale stessa
37
. Il mezzo di contrasto ecografico 
presenta, quindi, una prima rapida fase corticale renale a circa 15-20″ dalla sua 
somministrazione endovenosa, seguita da una più tardiva fase midollare dove, i vasi 
di questa regione anatomica, si riempiono progressivamente dopo circa 20-25″, 
completandosi dopo 25-30” dall’infusione
38
 (Fig.7). Cio’ si verifica perché la 
midollare renale presenta una perfusione globale più bassa rispetto a quella della 
corticale (circa 400 vs 190 ml/min/100 gr di parenchima renale).  
 
 
Figura 7: Immagini ecocontrastografiche del rene sinistro in differenti stadi successivi all’iniezione 
del bolo di mezzo di contrasto. A. 6 secondi dopo l’iniezione; B. 9 secondi dopo l’iniezione: il mezzo 
di contrasto inizia ad essere diffusamente presente a livello corticale; C. 11 secondi dall’iniezione: 
l’enhancement corticale ha raggiunto il suo picco mentre la midollare non risulta ancora contrastata; 
D. 15 secondi dopo l’iniezione: il mezzo di contrasto a livello corticale inizia a svanire; E. 22 secondi 
dopo l’iniezione: picco di enhancement midollare; F. 70 secondi dall’iniezione: il mezzo di contrasto è 
completamente uscito sia dalla corticale che dalla midollare (Choi et al., 2015). 
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Per questa ragione, è corretto distinguere una fase precoce , definita anche arteriosa, 
dove si rende evidente la differenziazione cortico-midollare, da 20 a 40″ 
dall’iniezione, da una fase tardiva , da 45 a 120″ dall’iniezione , dove l’enhancement 
renale appare omogeneo , coinvolgendo sia la componente corticale, sia quella 
midollare
39
. 
Bisogna tener conto, però, che la maggior parte della letteratura che tratta i vari 
tempi di arrivo del mezzo di contrasto, riguarda la specie umana ed il cane è 
utilizzato solo come modello sperimentale. 
Inoltre, la presenza di un doppio letto capillare presente a livello delle arteriole 
efferenti, fornisce un’ ulteriore spiegazione della differenza tra i diversi pattern di 
perfusione che si hanno a livello della corticale e della midollare. Infatti, l’afflusso 
rapido iniziale a livello corticale è collegato al flusso ematico in arrivo ai glomeruli 
mentre il picco ritardato è rappresentato dalla perfusione tubulare del secondo letto 
capillare , associato ad un più graduale afflusso a livello della midollare. In aggiunta, 
la complessiva diminuzione dell’intensità della midollare rispetto alla corticale, 
all’intensità di enhancement al picco midollare, può essere dovuta al maggiore spazio 
complessivo vascolare corticale, alla distruzione delle microbolle a livello corticale o 
in seguito al drenaggio venoso dei tubuli corticali diretti alle vene interlobulari
37
. 
Il wash out ,invece, inizia dalla midollare e poi si estende più lentamente alla 
corticale. Infine, la concentrazione delle microbolle nella circolazione diminuisce e 
l’enhancement renale si dissolve
38
. 
L’analisi di tipo quantitativo, invece, prevede l’utilizzo di software dedicati che 
consentono di quantificare la presenza del mezzo di contrasto in una regione di 
interesse (ROI) selezionata. Questi dati possono essere visualizzati mediante 
l’utilizzo delle cosiddette curve di perfusione tempo-intensità. In questi grafici, sulle 
ordinate vengono inseriti i valori dell’intensità , espressi in dB o MPV (mean pixel 
values), e sulle ascisse i valori del tempo in secondi.  Successivamente, vengono 
calcolati numerosi parametri utili a descrivere le variazioni emodinamiche nel settore 
che si intende studiare. Tra questi, i più importanti sono rappresentati dall’intensità di 
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enhancement al picco (PI), dal tempo che intercorre tra l’iniezione e l’arrivo del 
mezzo di contrasto (TTP up), dal tempo tra l’iniezione ed il picco di enhancement 
(TTP0), dalla pendenza della curva durante la fase di riempimento (upslope) e di 
svuotamento (downslope) e dall’area sotto la curva (AUC)
2
. I valori di upslope e 
downslope, espressi in dB/s,  si ottengono dalla curva tempo-intensità, 
rispettivamente tra il 10% dei valori basali e l’85% dell’intensità di enhancement al 
picco
40
 (Fig.8). 
Le variabili misurate, riguardanti il flusso ematico renale, possono essere 
raggruppate in quelle che rappresentano il volume del sangue ( PI e AUC) e quelle 
che esprimono la velocità di flusso ematico ( AT, TTP, wash in e wash out)
41
. 
   
 
 
 
Figura 8: Curva di perfusione tempo-intensità. In ascissa sono presenti i valori del tempo (s), in 
ordinata quelli relativi all’intensità (dB). I seguenti parametri di funzionalità sono derivati dalla curva: 
PI (dB) indica l’intensità di enhancement al picco, TTP0 (s) è il tempo tra l’iniezione ed il picco di 
enhancement, TTP up (s) il tempo che intercorre tra l’iniezione e l’arrivo del mezzo di contrasto e 
upslope e downslope (dB/s) sono le pendenze della curva comprese tra il 10 % dei valori basali e l’ 85 
% dell’intensità di enhancement al picco (Choi et al., 2015). 
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Una regione di interesse (ROI) deve essere disegnata manualmente al centro 
dell’immagine ecografica renale sia a livello corticale che midollare. Queste due aree 
devono essere disegnate più larghe possibili, senza includere strutture adiacenti e 
tipicamente contengono dai 300 ai 600 pixels. Il programma calcola i valori 
significativi dei pixel (MPV) per ciascun ROI e in ciascun frame delle immagini. Il 
picco di intensità a livello della corticale e midollare renale è stato definito come 
l’85% del più grande valore registrato in ogni regione, rispettivamente
37
.  
I valori di MPV , sia a livello corticale che midollare renale , possono essere 
influenzati da molteplici fattori. Per esempio, fattori come il guadagno e il segnale di 
elaborazione , influenzano in maniera uguale le ampiezze del segnale ecografico 
derivante da corticale, midollare e mezzo di contrasto. Anche se questi interessano in 
maniera generale l’MPV, essi non cambiano con il tempo e perciò non vanno ad 
influenzare la pendenza e il tempo che intercorre tra l’iniezione ed il picco di 
enhancement. Invece, fattori meccanici, come il volume di soluzione fisiologica 
utilizzata per il flush e la sua rapidità di somministrazione, possono influenzare il 
tempo di arrivo del picco di enhancement. Altri fattori sono intrinseci del mezzo di 
contrasto utilizzato o del paziente
37
. 
In uno studio effettuato da Waller et al., sono stati utilizzati 8 cani adulti meticci, in 
assenza di evidenti patologie o disturbi renali, per uno studio quantitativo sulla 
perfusione renale tramite l’utilizzo dell’ecocontrastografia, con mezzo di contrasto di 
seconda generazione Definity. La curva intensità/tempo è stata generata per ciascuna 
regione della corticale e midollare del rene sinistro e successivamente sono stati 
calcolati i valori.  
A livello della corticale renale l’upslope risulatava di 7,4 ±1,5 MPV/s, downslope –
0,4 ± .2 MPV/s, il valore basale di 66.8 ± 9.3 MPV, PI di 103.6 ± 8.2 MPV, TTP0 di 
12.8 ± 5.3 s e TTP up di 5.1 ± 2.0 s. A livello della midollare, invece, un upslope di 
2.8 ± 1.7 MPV/s , downslope di – 0,3 ± .2 MPV/s, il valore basale di 39.3 ± 6.0 
MPV, PI di 65.2 ± 14.3 MPV, TTP0 di 20.9 ± 6.4 s e TTP up di 11.6 ± 4.1 s37. 
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CAPITOLO 3 
 
TEST DI FUNZIONALITA’ RENALE 
 
Lo studio della funzionalità renale è solitamente rivolto alla ricerca di eventuali 
anomalie nelle principali funzioni associate all’attività escretrice del rene, 
rappresentate dalla filtrazione glomerulare e dal riassorbimento ed escrezione 
tubulare. Essa viene esaminata per diagnosticare patologie renali funzionali, 
quantificarne la gravità e per monitorare la progressione di una malattia o la risposta 
ad un trattamento terapeutico. Tale scopo può essere raggiunto combinando test in 
grado di rilevare metaboliti la cui concentrazione nel sangue e/o nelle urine è 
correlata alla funzionalità dei glomeruli e/o dei tubuli renali. 
Nella valutazione dei parametri che vengono generalmente tenuti in considerazione 
per un’indagine sulla funzionalità renale, è opportuno porre l’attezione su alcuni 
fattori. Innanzitutto la funzione escretoria non rappresenta l’unica funzione del rene: 
esso, infatti, è anche coinvolto nella sintesi di alcuni ormoni come l’ eritropoietina, 
vit D e renina, partecipa attivamente al mantenimento dell’ equilibrio idro-
elettrolitico ed acido-base, contribuisce all’eritropoiesi, tramite la produzione di 
eritropoietina e regola la pressione arteriosa, tramite il sistema renina - angiotensina - 
aldosterone. Per cui, un’indagine completa della funzionalità renale necessita di una 
raccolta di informazioni sulla concentrazione ematica di analiti diversi da quelli più 
strettamente coinvolti nella funzione e nel danno glomerulo-tubulare.  
Inoltre, grazie alla sua attività escretrice, il rene partecipa al mantenimento 
dell’omeostasi dell’organismo. L’accumulo, in circolo, di sostanze normalmente 
eliminate dal rene o, al contrario, il riscontro nelle urine di molecole che il rene 
dovrebbe trattenere, non è sempre indicativo di alterata funzionalità o di danno 
renale. Infatti, almeno nelle fasi iniziali, i meccanismi compensatori messi in atto dal 
rene normale possono non essere sufficienti ad eliminare dal sangue sostanze 
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prodotte in eccesso in altri distretti dell’organismo. Quindi, l’alterazione dei 
parametri ematici ed urinari considerati indicativi di alterata funzionalità tubulo-
glomerulare può essere in realtà espressione di patologie extrarenali. E’ di 
fondamentale importanza, perciò, considerare nell’insieme i parametri di funzionalità 
renale i dati anamnestici, clinici e di laboratorio.  
Infine, bisogna aggiungere che in presenza di danni anatomici o funzionali a livello 
di un numero elevato di nefroni, la rimanente parte del parenchima renale ha una 
notevole capacità compensatoria, che si esplica con l’aumento di attività dei nefroni 
residui. Per cui, in questi casi, la funzionalità renale totale può risultare ancora nella 
norma
42
.  
I test diagnostici che indagano la funzionalità renale possono essere suddivisi in test 
di funzionalità glomerulare e tubulare. Tra i primi troviamo il dosaggio della 
creatinina, dell’azoto ureico (BUN) e della cistatina plasmatici, il rapporto 
proteine/creatinina urinarie (UP/UC), la velocità di filtrazione glomerulare (GFR) 
con le prove di clearance (GFR dello ioexolo, della creatinina esogena ed endogena) 
e la microalbuminuria.  Quelli interessanti la funzionalità tubulare, invece, 
comprendono il peso specifico e l’osmolalità urinaria e l’escrezione frazionale degli 
elettroliti
43
.
         
 
 
3.1 Test di funzionalità glomerulare 
 
Il glomerulo è costituito da una rete di capillari , la cosiddetta rete mirabile, interposti 
tra due arteriole, l’afferente e l’efferente. Esso costituisce la porzione vascolare del 
corpuscolo renale del Malpighi, localizzato nella regione corticale del rene e 
racchiuso nella capsula di Bowman. L’area tra il gomitolo glomerulare e la capsula 
di Bowman è chiamata spazio di Bowman e rappresenta il sito di raccolta del filtrato 
glomerulare. La filtrazione glomerulare è il primo processo svolto dal rene nella 
formazione dell’urina. Il sangue, proveniente dall’arteriola afferente, entra nella rete 
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mirabile e,  attraverso i capillari fenestrati, viene filtrato dando origine al filtrato 
glomerulare o urina primaria. La filtrazione che avviene a questo livello, è finalizzata 
a trattenere le componenti cellulari, le proteine a medio ed elevato peso molecolare 
presenti nel sangue e a far passare un liquido simile al plasma per quanto concerne il 
contenuto in componenti elettrolitiche e in acqua
44
.  
 
 
3.1.1 Misura della velocita di filtrazione glomerulare (GFR) e prove di clearance 
 
La GFR (Glomerular Filtration Rate) è il test più utilizzato per valutare la 
funzionalità renale glomerulare, attraverso la determinazione della velocità di 
formazione del filtrato glomerulare. La velocità di filtrazione glomerulare viene 
espressa come millilitri di filtrato glomerulare formatosi in un minuto, per 
kilogrammo di peso corporeo
44
. La determinazione della GFR si basa sul concetto di 
clearance, cioè sulla velocità con cui una sostanza viene rimossa dal plasma da parte 
del rene stesso. Il principio su cui si basano le prove di clearance è infatti basato sulla 
somministrazione di sostanze esogene, non normalmente presenti nell’organismo, 
come per esempio lo ioexolo e l’ inulina, o sostanze endogene, già presenti 
nell’organismo, come la creatinina, ma somministrati in concentrazioni note, in 
maniera da poter calcolare l’effetto additivo del composto somministrato. La 
caratteristica principale che devono avere le sostanze utilizzate nelle prove di 
clearance, è che devono essere sostanze liberamente e completamente filtrate a 
livello glomerulare e non devono essere riassorbite a livello tubulare. Inoltre non 
devono possedere altre vie di eliminazione significative (es. biliare, intestinale).  
I composti scelti per le prove di clearance vengono somministrati in quantità note e 
la loro concentrazione ematica viene poi rilevata a tempi prestabiliti in modo da poter 
calcolare la quantità di sostanza rimossa dal plasma, esprimendola in ml/min. Infatti, 
la clearance di una sostanza che non viene né secreta né riassorbita a livello tubulare, 
risulta essere uguale alla GFR. Rispetto ai parametri comunemente utilizzati nella 
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pratica clinica (creatinina e urea plasmatica), le prove di clearance hanno il vantaggio 
di misurare direttamente la GFR e non sono influenzate da possibili fattori 
extrarenali o dal potenziale effetto compensatorio dovuto ai nefroni 
normofunzionanti. Esse presentano,  quindi ,  una maggior specificità del danno 
renale e, in particolare,  una sensibilità e precocità diagnostiche maggiori. Il loro 
principale svantaggio risiede nella laboriosità di esecuzione, come per esempio la 
necessità di effettuare prelievi ripetuti o l’esigenza di un tempo di analisi maggiore
42
.   
La velocità di clearance di una sostanza si misura dividendo il ritmo di eliminazione 
per la concentrazione plasmatica della sostanza stessa. Essa viene espressa dalla 
seguente equazione:  
 
Cm = (Um x V) / Pm 
 
dove  C è il volume di plasma filtrato per unità di tempo necessario ad eliminare la 
sostanza m; U è la concentrazione urinaria della sostanza m (mg/ml) ; V rappresenta 
la velocità di formazione dell’urina (ml/min) e P è la concentrazione plasmatica della 
sostanza m (mg/ml)
44
.  
Nel cane la GFR può essere valutata mediante metodi che sfruttano la clearance 
urinaria (con inulina, creatina esogena ed endogena), la clearance plasmatica (con 
inulina, creatinina esogena e ioexolo) o tramite il metodo scintigrafico (con 
radionuclide   99m Tc-DTPA)
45
. 
 
 
3.1.1.1 Clearance della creatinina 
 
La clearance della creatinina endogena rappresenta, probabilmente , il metodo ancora 
più ampiamente usato per stimare la GFR in medicina veterinaria. L’inconveniente di 
questo test è rappresentato dalla necessità di raccogliere tutta l’urina prodotta 
dall’animale in un determinato periodo di tempo , generalmente 24 h , attraverso 
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l’utilizzo di cateterizzazioni uretrali intermittenti, posizionamenti di cateteri fissi o 
con l’uso di una gabbia metabolica. 
Il calcolo della clearance della creatinina endogena e, per estensione, della GFR è il 
seguente :  
 
Clearance creatinina endogena =   _________Urine cr  x  volume urine (ml)______ 
                                                         Siero cr x tempo (minuti) x peso corporeo (kg) 
 
 
dove  Siero cr indica la concentrazione sierica di creatinina (mmol/l) e Urine cr la 
concentrazione della creatinina urinaria (mmol/l). La clearance della creatinina 
endogena nel cane presenta valori normali compresi tra 2 e 5 ml/min/kg)
46
. 
Per eliminare le imprecisioni causate dai cromogeni non creatinina (proteine che 
possono determinare, a basse concentrazioni di creatinina, una sovrastima di 
quest’ultima), alcuni ricercatori hanno suggerito l’utilizzo della clearance della 
creatinina esogena. In questa procedura, la creatinina viene somministrata per via 
sottocutanea o endovenosa in modo da aumentare la creatininemia di circa dieci volte 
e diminuire l’effetto relativo dei cromogeni non creatinina. Nel cane la clearance 
della creatinina esogena risulta essere  superiore al valore di quella endogena e si 
avvicina molto alla clearance dell’inulina (3-5 ml/min/kg)
43
.  
 
 
3.1.1.2 Clearance dello ioexolo 
 
Lo ioexolo è un mezzo di contrasto iodato, idrosolubile, non ionico, a bassa 
osmolarità, che può essere utilizzato per stimare la GFR sia nell’uomo che negli 
animali domestici. Esso, inoltre, non viene metabolizzato, si lega in maniera 
trascurabile alle proteine plasmatiche e quasi la totale quantità della dose iniettata 
può essere recuperata nelle urine entro 24 ore dall’iniezione.  
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La determinazione della clearance dello ioexolo permette di stimare la GFR con un 
numero limitato di campioni di plasma e senza la necessità di raccogliere le urine. 
Altri vantaggi di questa prova, sono rappresentati dalla stabilità dello iodio nel 
plasma, l’assenza di radioattività, l’ampia disponibilità e la relativa facilità di 
misurazione. Non ci sono segnalazioni di una sua tossicità nel cane, e l’unico 
inconveniente è rappresentato dalla necessità di iniettare per via endovenosa un 
volume relativamente grande nei cani di grossa taglia, dato l’utilizzo di un dosaggio 
abituale di 300 mg di iodio /kg di peso corporeo. Questa prova presenta lo svantaggio 
di dover effettuare numerosi prelievi ematici.  
La GFR viene calcolata conoscendo la concentrazione di ieoxolo nei prelievi ematici, 
il peso del paziente e il momento preciso in cui lo ioexolo è stato iniettato e in cui i 
campioni di sangue sono stati prelevati. La clearance dello ioexolo è calcolata come 
la dose somministrata divisa per l’area sotto la curva di scomparsa plasmatica.  
I valori normali per la clearance dello ioexolo variano a seconda del modello 
farmacocinetico utilizzato per calcolare la clearance ed il metodo di laboratorio 
impiegato per misurare questa sostanza nel plasma. I risultati devono essere tarati sul 
peso corporeo o sull’area di superficie corporea. I valori normali nel cane risultano 
essere compresi tra 1,7 - 4,1 ml/min/kg o 44 - 96 ml/min/m
2  43
. 
La valutazione della clearance plasmatica dello ioexolo non è ancora ampiamente 
utilizzata, poiché è necessaria una strumentazione costosa per la quantificazione di 
questo analita. Tuttavia, questo metodo si dimostra essere altamente utile per 
identificare disfunzioni renali precoci o di lieve entità
46
.  
     
 
                                                     
3.1.1.3  Scintigrafia renale 
 
Per stimare la GFR nel cane sono stati utilizzati anche i radioisotopi , come per 
esempio il radionuclide acido 99m  Tc-dietilenetriaminopentacetico (DTPA). La 
scintigrafia renale rappresenta un metodo sofisticato di diagnostica per immagini  che 
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prevede, in seguito all’iniezione di un radionuclide, la conseguente identificazione 
della sua quantità di comparsa nel rene nel tempo. Un vantaggio importante di questa 
tecnica è che fornisce informazioni anche sulla funzionalità del singolo rene e non 
necessita di campioni ematici o urinari. Tuttavia, presenta anche degli inconvenienti 
legati alla necessità di tecnici esperti, attrezzature complesse ed un isolamento del 
paziente nelle 24 ore successive all’iniezione del radioisotopo
43
.  
 
 
3.1.2 Dosaggio azoto ureico e creatinina plasmatici 
 
L’urea (BUN, Blood Urea Nitrogen) è sintetizzata a livello epatico a partire 
dall’ammoniaca derivata dal catabolismo degli amminoacidi di origine esogena o 
endogena. La quantità di urea formata, quindi,  è strettamente dipendente dal 
contenuto in proteine della dieta e dall’intensità del catabolismo proteico endogeno. 
Diete ad elevato contenuto proteico ed emorragie gastrointestinali aumentano i livelli 
di urea sierica, anche in animali con funzionalità renale normale. Data l’influenza 
che può avere l’alimentazione, i prelievi di sangue per la valutazione di questo 
parametro devono essere eseguiti in animali a digiuno da almeno 12 ore.  
Tutti i fattori che determinano un aumento del catabolismo endogeno delle proteine 
possono portare ad un aumento dell’urea, indipendentemente dalla dieta e dalla 
capacità escretoria del rene. Alcune cause specifiche di aumento del catabolismo 
proteico includono ustioni, sepsi, febbre, malnutrizione, esercizio fisico eccessivo o 
sommistrazione recente di glucocorticoidi. Al contrario, la concentrazione di urea 
diminuisce in seguito a diete ipoproteiche, gravi disfunzioni epatiche , shunt 
portosistemici o somministrazione di steroidi anabolizzanti. 
L’escrezione renale di urea avviene tramite la filtrazione glomerulare, la quale è 
seguita da un riassorbimento parziale a livello dei tubuli e dotti collettori.  
Nel momento in cui il flusso tubulare rallenta (es. in corso di disidratazione), viene 
riassorbita e ritenuta una maggior quantità di urea: questo significa che da un punto 
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di vista diagnostico, la concentrazione di urea nel siero tende a sottostimare la GFR 
negli animali disidratati e sovrastima la funzionalità escretoria del rene in animali 
polidipsici e ben idratati o che ricevano intense fluidoterapie endovenose. Di 
conseguenza la clearance dell’urea non è un parametro affidabile per stimare la GFR. 
Le concentrazioni normali di BUN nel cane sono comprese tra 8 e 25 mg/dL
47
. 
La creatinina è un prodotto derivante dalla degradazione non enzimatica della 
fosfocreatina nei muscoli. La produzione giornaliera di creatina organica è 
determinata in gran parte dalla massa muscolare del singolo individuo: gli animali 
giovani presentano concentrazioni sieriche più basse, mentre i maschi e i soggetti con 
una notevole massa muscolare presentano concentrazioni più elevate. 
Anche la creatinina è liberamente filtrata dalla membrana basale del glomerulo ma, a 
differenza dell’urea, essa non è riassorbita a livello dei tubuli renali e dei dotti 
collettori. In una condizione di equilibrio, la sua velocità di escrezione è 
relativamente costante, e i suoi livelli sierici variano in misura inversamente 
proporzionale alla GFR. Quindi la determinazione della clearance della creatinina 
fornisce una stima della GFR. Il valore della creatinina sierica nel cane sano è 
compreso tra 0,3-1,3  mg/dL. 
 
La correlazione della BUN o della creatininemia sierica con la GFR è un’iperbole 
rettangolare. La pendenza della curva è minima quando la GFR è lievemente o 
moderatamente elevata, ma aumenta quando la GFR diminuisce in maniera notevole. 
Di conseguenza, marcati cambiamenti nella velocità di filtrazione glomerulare nelle 
prime fasi del decorso della nefropatia, causano aumenti minimi delle concentrazioni 
della BUN  o della creatinina sierica, che possono essere difficili da apprezzare 
clinicamente, mentre piccoli incrementi della GFR nella nefropatia in stadio 
avanzato, determinano grandi variazioni di concentrazione della BUN o della 
creatinina sierica.  
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Questi parametri sono poco sensibili per la valutazione delle disfunzioni della 
capacità escretoria renale: si può perdere più del 75% della capacità filtrante del rene 
senza che questi parametri ematici escano dai limiti di riferimento
43
.
    
 
 
3.1.3 Dosaggio cistatina C 
 
La cistatina C è un polipeptide di piccole dimensioni, inibitore delle proteasi, che 
viene filtrato a livello glomerulare. Essa non è sottoposta a secrezione tubulare e la 
sua quota filtrata è quasi completamente riassorbita dalle cellule tubulari prossimali.  
Questa sostanza è prodotta ad una velocità costante in tutti i tessuti ed essendo la sua 
escrezione indipendente da età, sesso o dieta dell’animale, la sua concentrazione 
sierica può essere un utile marcatore della GFR. La concentrazione sierica di 
cistatina C nei cani sani è di circa 1 mg/dL
43
. 
 
 
3.1.4 Rapporto proteine/ creatinina urinarie 
 
Negli animali in cui l’analisi di routine delle urine evidenzia una proteinuria 
persistente, è possibile valutare la gravità della situazione determinando il rapporto 
proteine : creatinina urinarie (UP/UC). I valori normali dell’escrezione di proteine 
nelle urine prodotte in 24 h nel cane sono inferiori a 20 mg/kg/giorno. Cani con 
malattia glomerulare primaria (es.glomerulonefrite o amiloidosi glomerulare) 
presentano un’escrezione delle proteine urinarie nelle 24 h decisamente aumentata.  
La validità di questo parametro risiede nel fatto che, mentre le concentrazioni di 
creatinina urinaria e delle proteine urinarie sono influenzate dalla concentrazione 
totale delle urine nel soluto, il loro rapporto non lo è.  I valori normali del rapporto 
UP/UC sono inferiori a 0,4.  
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I risultati di UP/UC non sono influenzati da differenze legate al sesso, al metodo di 
raccolta delle urine, al fatto che l’animale sia o meno a digiuno o al momento della 
raccolta nella giornata. La valutazione di questo parametro deve, però,  tenere conto 
dei riscontri dell’analisi del sedimento urinario: infatti la presenza di sedimento  falsa 
la determinazione di questo valore
43
. 
 
 
3.1.5 Microalbuminuria 
 
Nel cane, la microalbuminuria viene definita dalla presenza di una concentrazione 
urinaria di albumina con valori compresi tra 1 e 30 mg/dL. Nell’uomo, questo 
parametro può essere un indicatore precoce di danno a livello dell’endotelio 
vascolare glomerulare.  
La microalbuminuria può essere rilevata nel 15-20% dei cani apparentemente sani e 
la sua prevalenza aumenta con l’avanzare dell’età. Resta da capire se i cani 
apparentemente sani, con microalbuminuria,  siano esposti ad un maggior rischio di 
sviluppare una malattia renale progressiva. Probabilmente è necessario attuare il 
monitoraggio sequenziale degli animali con microalbuminuria documentata, fino a 
che non sia possibile determinare il suo valore prognostico nei soggetti per il resto 
sani
47
. 
 
 
Basandosi sull’entità delle sole concentrazioni della BUN, della creatinina sierica, 
del rapporto proteine/creatinina urinarie, così come degli altri parametri descritti,  
non è possibile individuare né la causa né la reversibilità del malfunzionamento 
presente e non riescono ad esprimere la tipologia di danno esistente, per la quale 
risulta essere necessaria una biopsia con esame istologico
43
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3.2 Test di funzionalità tubulare 
 
Il tubulo renale può essere distinto in tre porzioni diverse: tubulo prossimale, ansa di 
Henle e tubulo distale. Ciascun tubulo contorto distale di ogni nefrone confluisce, 
poi, in un dotto collettore. 
Anche i tubuli renali svolgono un ruolo importante nella composizione finale delle 
urine, attraverso il riassorbimento, assolutamente selettivo, e la secrezione di alcuni 
composti. Questi processi sono cruciali per l’omeostasi degli elettroliti, dell’acqua e 
dell’equilibrio acido-base.  
Nel tubulo prossimale si osserva il riassorbimento obbligatorio, cioè 
indipendentemente dalle necessità corporee, di circa il 65 % dell’ultrafiltrato (acqua, 
glucosio, vitamine, amminoacidi, sodio, potassio, calcio, magnesio, bicarbonato) 
mentre a livello dell’ansa di Henle si ha un riassorbimento fino al 15% 
dell’ultrafiltrato stesso. La branca discendente dell’ansa di Henle risulta essere 
permeabile all’acqua e ai soluti, invece quella discendente si presenta impermeabile 
all’acqua ma permeabile ai soluti. La funzione del tubulo distale è quella di 
determinare un riassorbimento massimo del 10% in ioni (Na e K) e acqua. Il 
riassorbimento del sodio è regolato dall’aldosterone ed è collegato ad una secrezione 
di potassio, quello di acqua è invece regolato dall’ ormone antidiuretico (ADH). 
Infine, a livello del dotto collettore si ha un ulteriore riassorbimento di ioni e acqua 
fino al 9% massimo. Questa unità anatomica risulta essere il sito primario di azione 
dell’ADH: se prodotto questo ormone, la sua membrana risulta essere permeabile 
all’acqua e determina, così, una conseguente diminuizione della diuresi
44
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3.2.1 Peso specifico ed osmolalità  delle urine 
 
La concentrazione totale dei soluti urinari si misura con il peso specifico urinario o 
con l’osmolalità urinaria. Il peso specifico si definisce come il peso di una soluzione 
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confrontato con un ugual volume di acqua distillata. Esso dipende dal numero e dal 
peso molecolare delle particelle di soluto. L’osmolalità, invece, dipende 
esclusivamente dal numero di particelle osmoticamente attive, indipendentemente 
dalle loro dimensioni
43
.  
Il valore del peso specifico fornisce un’informazione indiretta della capacità dei reni 
di concentrare o diluire l’ultrafiltrato glomerulare. La valutazione del peso specifico 
permette di classificare le urine in isostenuriche, ipostenuriche e iperstenuriche. 
Si definisce isostenurica l’urina con la stessa concentrazione di soluti totali del 
filtrato glomerulare non alterato (peso specifico 1007- 1015 e osmolarità 300 
mOsm/kg). Questa condizione,  in pazienti disidratati o iperazotemici,  indica un 
quadro clinico di insufficienza renale. Si può riscontrare anche in presenza di 
condizioni extrarenali che determinano poliuria, se la capacità dei tubuli renali di 
rispondere all’ADH è almeno in parte conservata.  
Per ipostenurica ci si riferisce all’urina con concentrazione totale di soluti più bassa 
di quella del filtrato glomerulare (peso specifico < 1007 e osmolarità < 300 
mOsm/kg). Essa indica la produzione di urine diluite, solitamente associata a 
poliuria/polidipsia e causata dal tentativo dei reni di diluire le urine o da una scarsa 
risposta dei tubuli collettori nei confronti dell’ADH.  
Infine, per iperstenurica ci si riferisce a quell’urina con concentrazione totale di 
soluti maggiore di quella del filtrato glomerulare.  
Urine marcatamente iperstenuriche (peso specifico >  1035 nel cane) indicano una 
buona capacità di concentrare le urine e una buona funzionalità renale. Urine 
moderatamente iperstenuriche (peso specifico 1012-1035 nel cane), in pazienti 
normoidratati , indicano una corretta funzionalità renale, mentre, sono segno di 
insufficiente capacità di concentrare le urine,  in pazienti disidratati o 
iperazotemici
42
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3.2.2 Clearance frazionale degli elettroliti 
 
 
La quantità di elettroliti che compare nell’urina è il risultato netto del riassorbimento 
e della secrezione tubulare. La clearance frazionale degli elettroliti (FCm) può essere 
utilizzata per valutare la funzionalità tubulare. Essa è definita come il rapporto fra la 
clearance dell’elettrolita (m) in questione (Um x V/ Pm) e quella della creatinina (cr)       
(Ucr x V/ Pcr): 
 
FCm = (Um x V/ Pm) / (Ucr x V/ Pcr) = (Um x Pcr) / (Ucr x Pm) 
Questo rapporto, di solito, viene moltiplicato per 100 ed il valore della clearance 
frazionale espresso in percentuale. Quando la clearance frazionale di un elettrolita è 
più elevata del normale significa che l’escrezione dell’elettrolita aumenta in seguito 
ad una sua concentrazione ematica troppo elevata (patologie extrarenali) o 
secondariamente ad una ridotta attività di riassorbimento. Tra i limiti relativi alla 
misurazione di questo parametro troviamo il fatto che esso può aumentare nel caso in 
cui la creatininemia è elevata e che risulta essere influenzato da molteplici variabili 
(età, dieta, stati fisiologici, apporto idrico, temperatura ambientale) non controllabili 
in condizioni di campo. Per cui queste prove hanno poca utilità nella pratica clinica. 
I valori fisiologici, nel cane , di escrezione frazionale dei principali elletroliti sono i 
seguenti: sodio (<1%), potassio (<20%), cloro (<1%) e fosfato (<39%)
43
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3.2.3 Test di privazione dell’acqua 
 
Il test di privazione dell’acqua è utile per valutare la funzionalità tubulare ed è 
indicato per la valutazione degli animali con polidipsia e poliuria comprovata, la cui 
causa rimane indeterminata dopo la valutazione diagnostica iniziale. Di solito viene 
esguito negli animali ipostenurici (PS < 1007), in cui si sospetta un diabete insipido 
centrale o nefrogeno o una polidipsia psicogena. Il diabete insipido centrale è causato 
 45
da una riduzione della produzione di ADH a livello dei nuclei sopraottico e 
paraventricolare ipotalamici, quello nefrogeno è secondario alla refrattarietà renale 
nei confronti dell’ ADH.  
Questo test è controindicato negli animali azotemici e dovrebbe essere eseguito con 
estrema cautela in quelli con grave poliuria poiché, in caso di una ridotta capacità di 
concentrare le urine, essi possono diventare rapidamente disidratati durante lo 
svolgimento del test.  
All’inizio della prova, occorre svuotare la vescica e raccogliere i dati di base: peso 
corporeo, ematocrito, proteine plasmatiche, turgore della cute, osmolalità sierica e 
urinaria e peso specifico urinario. Quindi si elimina l’acqua e si monitorano gli stessi 
parametri ogni 2-4 ore. Le osmolalità di urina e siero sono i migliori test da prendere 
in considerazione, ma i loro risultati , spesso , non sono immediatamente disponibili. 
Di conseguenza, i dati più importanti per le decisioni da prendere durante 
l’esecuzione del test sono rappresentate da peso specifico urinario e peso corporeo. 
Un aumento della concentrazione totale delle proteine plasmatiche rappresenta un 
indicatore relativamente affidabile di una progressiva disidratazione, mentre i valori 
nell’ematocrito e nel turgore della cute non sono attendibili. Le concentrazioni 
sieriche di creatinina e BUN non devono aumentare durante un test di privazione 
dell’acqua eseguito correttamente. Il test si conclude quando il paziente dimostra 
un’adeguata capacità di concentrazione o sviluppa una disidratazione, evidenziata da 
una perdita pari o superiore al 5% del suo peso corporeo iniziale.  Il paziente affetto 
da una polidipsia psicogena riuscirà a concentrare le urine mentre quello affetto da 
diabete insipido continuerà ad avere un alto flusso urinario e una bassa osmolalità 
urinaria
43
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PARTE SPERIMENTALE 
 
 
INTRODUZIONE 
 
L’ecografia con mezzo di contrasto (CEUS) rappresenta una delle più importanti e 
recenti novità tecnologiche nel campo dell’imaging, in medicina umana e negli 
ultimi anni anche in medicina veterinaria
2
.  
Grazie alla sua sicurezza e tollerabilità, alla sua ripetibilità, possiede tutte le 
potenzialità per divenire una metodica di riferimento nello studio ecografico degli 
organi addominali. 
L’avvento della CEUS ha permesso di estendere l’ecografia in molti ambiti che 
prima erano propri solo di altre tecniche diagnostiche strumentali di secondo livello 
quali la tomografia computerizzata (TC) e la risonanza magnetica nucleare (RMN). 
Oltre alla caratterizzazione di lesioni focali parenchimali, questa tecnica è utilizzata 
anche per gli studi di perfusione e dei difetti di vascolarizzazione in numerosi 
distretti
48
. 
L’obiettivo del presente lavoro è stato quello di studiare, tramite tecnica 
ecocontrastografica, la perfusione renale in cani sani, attraverso un’analisi sia 
qualitativa che quantitativa, in modo da determinare le caratteristiche ed i parametri 
fisiologici di perfusione. Essi, confrontati con quelli riportati in letteratura, potranno 
servire in seguito come riferimento per la valutazione di soggetti nefropatici a fine 
diagnostico/prognostico. 
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CAPITOLO 4 
 
MATERIALI E METODI 
 
Nel nostro studio sono stati presi in considerazione 20 cani pervenuti presso 
l’Ospedale Didattico “Mario Modenato” del Dipartimento di Scienze Veterinarie 
dell’Università di Pisa,  provenienti dalla Scuola Nazionale Cani guida per ciechi di 
Scandicci (FI), nel periodo compreso tra settembre 2015 e maggio 2016. Questa 
Scuola, che ha come compito istituzionale primario quello di fornire cani addestrati 
alla guida di persone non vedenti, dispone di un proprio programma di riproduzione 
che ha avuto inizio nel 1999 con la collaborazione della Facoltà di Medicina 
Veterinaria dell’Università di Pisa. Prima di essere affidato ad una persona non 
vedente, all’età di 12-14 mesi, il cane viene inserito nel programma di addestramento 
della durata di circa sei mesi e sottoposto a delle visite specialistiche, presso 
l’Ospedale Didattico Veterinario dell’ Università di Pisa,  per verificarne l’idoneità 
fisica al compito futuro affidato.  
All’arrivo, a ciascun animale viene effettuata una visita clinica completa, esame 
emocromocitometrico e profilo biochimico ed esame delle urine.  Questi animali , 
poi, sono sottoposti ad una visita oculistica, finalizzata ad escludere che essi siano 
affetti da oculopatie di origine ereditaria (es. cataratta, displasia retinica, lussazione 
della lente), e un’esame radiografico completo in sedazione di anche e gomiti per 
l’eventuale diagnosi di displasia. I soggetti che presenteranno anomalie o alterazioni 
all’esame oculistico e radiografico, verranno esclusi dall’affido. 
Oltre a queste indagini, recentemente, sono stati svolti anche dei protocolli 
sperimentali che includono ecografia addominale completa e lo studio 
ecocontrastografico renale. Al fine di determinare con certezza che i cani 
presentassero una funzionalità renale nella norma, è stato aggiunto lo studio della 
GFR con ioexolo. In quest’ultimo caso, è stato utilizzato lo ioexolo come marker di 
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valutazione per la determinazione della GFR attraverso la clearance plasmatica di 
questo mezzo di contrasto. Una volta posizionati due cateteri venosi a livello delle 
vene cefaliche destra e sinistra (una vena è servita per l’iniezione di ioexolo e l’altra 
per effettuare prelievi ematici seriali), è stato prelevato mediante siringa un campione 
di sangue da utilizzare come campione t0 (circa 2,5 ml). Dopodiché è stato iniettato 
lentamente lo ioexolo nell’arco di 60″ alla dose di 1 ml ogni 10 kg di peso 
dell’animale. Successivamente, considerato il momento dell’iniezione come tempo 0, 
sono stati effettuati prelievi ematici successivi (di circa 1ml) a 5’- 15’- 60’- 90’ e 
180’. Il plasma, ottenuto mediante centrifugazione, è stato analizzato con metodica 
HPLC. La GFR è stata poi calcolata tramite l’utilizzo di un programma specifico 
dove sono state analizzate le curve della concentrazione plasmatica di ioexolo in 
funzione del tempo. 
 
 
5.1 Criteri di inclusione 
 
Sono stati inclusi nello studio soggetti appartenenti alla sola specie canina, della 
stessa razza (Labrador), giovani (età compresa tra 1 anno e 1 anno e mezzo) che 
presentavano visita clinica non indicativa di alcuna patologia in atto, parametri di 
funzionalità renale (urea, creatinina, rapporto UP/UC, peso specifico urine, GFR) 
nella norma ed esame ecografico convenzionale privo di alterazioni dell’ecogenicità 
e dell’ecostruttura del parenchima renale. 
 
 
5.2 Esame ecografico 
 
Le indagini ecografiche sono state eseguite con un apparecchio carrellato Toshiba 
Aplio400 (Fig.9) provvisto di 3 sonde:lineare da 12 MHz, microconvex da 7,5MHz e 
convex da 6 MHz.La sonda utilizzata per lo studio CEUS è stata la convex (Fig.10). 
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 Figura 9: Toshiba Aplio 400.                                      Figura 10: sonda convex da 6 MHz. 
 
 
L’esame è stato eseguito in un locale non eccessivamente illuminato, ben temperato 
ed in assoluta tranquillità, con soggetto sveglio e contenuto manualmente.  
Ciascun cane è arrivato in sala ecografia già provvisto di accesso vascolare 
periferico: infatti per le prove di valutazione della velocità di filtrazione glomerulare 
(GFR) con prelievi ematici successivi, sono state inserite due agocannule, di calibro 
adeguato ad evitare successive turbolenze e rotture delle bolle del mezzo di contrasto 
ecografico (rosa, 20 G), a livello della vena cefalica di ciascun arto anteriore.  
Ogni soggetto, precedentemente allo studio ecografico, è stato sottoposto a 
tricotomia dell’addome, seguita da applicazione di alcol e gel ecografico. Dopodiché 
è stato posizionato in decubito laterale destro, in modo da facilitare la visualizzazione 
del rene sinistro, oggetto di esame. Generalmente, il rene sinistro viene meglio 
visualizzato con un approccio ventrolaterale, sebbene alle volte la presenza di gas o 
feci nel colon discendente possa limitarne la sua valutazione. 
Le immagini ed i video ecografici dello studio con CEUS sono stati eseguiti 
esclusivamente sui reni sinistri. Di ciascun cane, il primo studio ecografico è stato 
quello convenzionale B-Mode per confermare che si trattasse di un’immagine 
ecografica di rene fisiologico. Venivano quindi valutati i seguenti parametri: 
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ecogenicità ed ecostruttura corticale e midollare,  giunzione e rapporto cortico-
midollare, assenza di pielectasia. Nel rene sano, come descritto precedentemente, 
l’ecogenicità della corticale renale deve risultare inferiore a quella epatica e splenica: 
in questo caso, dato che abbiamo valutato il rene sinistro, essa veniva comparata con 
la milza. Inoltre, la giunzione cortico-midollare deve presentarsi netta e definita e il 
rapporto cortico-midollare deve essere di 1:1 (Fig.11). 
 
 
 
  
Figura 11: Scansione sagittale di un rene sx di un cane oggetto di studio con ecografia B-mode. 
                       Si osserva la fisiologica ecogenicità di corticale e midollare,giunzione netta e rapporto 
                      cortico-midollare 1:1. 
 
Successivamente è stata valutata la vascolarizzazione renale mediante una 
valutazione soggettiva con l’utilizzo del color Doppler; in seguito veniva utilizzato il 
Doppler spettrale su una sezione longitudinale del rene comprendente almeno due 
arterie interlobari. Con la metodica Doppler , infatti , è possibile rilevare la presenza 
di un flusso ematico e di valutarne la direzione, il tipo di vaso (arterioso o venoso), di 
flusso e la presenza di eventuali anomalie. La misurazione della velocità dei flussi è 
affidabile quando l’angolo del fascio ultrasonoro è inclinato di meno di 60° rispetto 
alla direzione del flusso, per questo può risultare difficile ottenere dei valori 
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affidabili quando si voglia valutare la velocità di vasi come quelli renali che possono 
presentare angolazioni diverse e comunque superiori ai 60° rispetto alla sonda. Per 
questo sono stati proposti degli indici, come l’indice di resistività e pulsatilità, nei 
quali la velocità massima, quella minima e quella media vengono rapportate tra loro 
in maniera tale da rendere indipendente il risultato da eventuali errori 
nell’angolazione tra la sonda e la direzione del flusso
49
 (Fig.12). 
 
 
 
 
Figura 12: Misurazione dell’indice di resistività (IR) e pulsatilità (PI) su lo stesso rene dell’immagine   
                   precedente, tramite l’utilizzo del Doppler spettrale. Si osserva a sinistra dell’immagine i  
                  valori dei due indici ricavati dall’esame Doppler. 
 
L’indice di resistività (IR) misura la resistenza di un vaso al flusso ematico ed è 
definito dalla seguente equazione: 
 
IR = (Vs-Vd) / Vs 
 
dove Vs indica la velocità di picco sistolico e Vd la velocità telediastolica. 
Oltre a questo, abbiamo tenuto in considerazione anche l’indice di pulsatilità (PI), 
espresso dalla seguente equazione: 
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PI = (Vs-Vd)/ V media 
 
dove V media è la velocità media del flusso
50
. 
In seguito, è stato attivato un software contrasto-specifico. In questa fase è 
fondamentale regolare correttamente lo strumento e cercare di utilizzare lo stesso 
protocollo: nel presente studio sono stati impostati un indice meccanico basso 
(utilizzato range di 0,12-0,18) e gain di 68-85. 
Attraverso la modalità “fianco a fianco”, è stato possibile visualizzare sia l’immagine 
in B-mode che quella con software contrasto-specifico. Il sistema viene settato in 
modo che il segnale fondamentale proveniente dal tessuto sia soppresso, pertanto 
l’immagine prima dell’arrivo del mezzo di contrasto risulta quasi completamente 
scura.  
Il timer viene attivato al momento dell’ inizio dell’ iniezione ed il flusso del mezzo di 
contrasto nell’organo in esame viene visualizzato in tempo reale. L’acquisizione 
dell’immagine è stata effettuata registrando un video-clip di 90 secondi in formato 
RAW. Tutti i filmati sono stati poi salvati per le successive analisi sia qualitative che 
quantitative, che sono state effettuate in un secondo momento. 
Le valutazioni qualitative sono state eseguite durante tutte e tre le fasi di perfusione 
del parenchima renale (fase arteriosa precoce, fase corticale e fase midollare) 
affiancando l’immagine in scala di grigi a quella contrasto specifica. 
Le analisi quantitative, invece, sono state effettuate mediante l’ individuazione di una 
regione di interesse (ROI), disegnata manualmente a livello della porzione mediana 
del polo caudale del rene sinistro che risultava essere la più vicina alla sonda, la 
meno mobile e la più facile da studiare. Si è cercato di creare una ROI delle stesse 
dimensioni in tutti i casi oggetto di esame (area di circa 7 mm
2
). La regione di 
interesse è stata poi mantenuta in posizione con l’opzione di compensazione del 
movimento del programma utilizzato (“Motion Tracking”), che permette di 
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mantenere sul segmento corticale la ROI nonostante i movimenti dati dagli atti 
respiratori dell’animale.  
I dati grezzi , ottenuti da ciascun paziente , sono stati poi rappresentati con una curva 
intensità-tempo. Le variabili di perfusione raccolte sono state: l’intensità di 
enhancement al picco (PI) [10E-5 AU], il tempo che intercorre tra l’iniezione e 
l’arrivo del mezzo di contrasto (TTP up), il tempo tra l’iniezione ed il picco di 
enhancement (TTP0) [s], la pendenza della curva durante la fase di riempimento 
(upslope) [10E-5 AU/s], l’area sotto la curva (AUC) e l’area sotto la curva nella fase 
si riempimento (AUC in) e in quella di svuotamento (AUC out) [10E-5 AUxs] 
(Fig.13 e 14). 
 
 
 
 
 
Figura 13: Individuazione di una regione di interesse (ROI) sulla porzione mediana della corticale  
                  caudale del rene e relativa curva intensità-tempo con i sottostanti parametri quantitativi  
                  estrapolati. Tra i parametri di perfusione raccolti in questa immagine sono l’intensità di   
                  enhancement al picco (PI), il tempo che intercorre tra l’iniezione e l’arrivo del mezzo di  
                  contrasto (TTP up), il tempo tra l’iniezione ed il picco di enhancement (TTP0), la velocità 
                  della curva durante la fase di riempimento (upslope) e l’area sotto la curva (AUC). 
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Figura 14: Individuazione di una regione di interesse (ROI) sulla porzione mediana della corticale  
                   caudale del rene e relativa curva intensità-tempo con i sottostanti parametri quantitativi  
                   estrapolati. I restanti parametri di perfusione raccolti in questa immagine sono:l’area sotto 
                   la curva nella fase di riempimento (AUC in) e di svuotamento (AUC out). 
 
 
5.3 Mezzo di contrasto ecografico 
 
Per questo studio è stato utilizzato un mezzo di contrasto di seconda generazione, 
SonoVue. Il titolare dell’autorizzazione all’immisione in commercio è la Bracco 
International B.V., con sede ad Amsterdam. SonoVue si presenta sottoforma di kit 
che include un flaconcino contenente 25 mg di polvere secca di liofilizzato posta in 
un’atmosfera di esafluoruro di zolfo, una siringa preriempita contenente 5 ml di 
cloruro di sodio allo 0,9 % di concentrazione ed un sistema di trasferimento 
MiniSpike (Fig.15). La polvere è costituita dai seguenti eccipienti: macrogol 4000, 
distearoilfosfatidilcolina, dipalmitoilfosfatidilglicerolo sodico ed acido palmitico.  
Il prodotto, prima del suo utilizzo, deve essere ricostitutito, inserendo nel flaconcino, 
con la siringa apposita, la soluzione iniettabile in essa contenuta (NaCl). Il flaconcino 
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deve essere in seguito agitato energicamente per alcuni secondi, fino al completo 
scioglimento del liofilizzato. Al termine della procedura la dispersione liquida 
ottenuta si presenterà di color bianco latte omogeneo. L’aggiunta di cloruro di sodio 
alla polvere di liofilizzato, associata ad una forte agitazione, comporta  la formazione 
di bolle di esafluoruro di zolfo. Ogni millilitro di SonoVue contiene 8 microlitri di 
microbolle, il cui diametro medio è di circa 2,5 µm. 
Una volta ricostituito, il mezzo di contrasto può essere utilizzato: esso viene aspirato 
mediante siringa, privata di ago ed avvitata al connettore del sistema di 
trasferimento. Nel caso non venga utilizzato immediatamente dopo la ricostituzione, 
la dispersione di microbolle va nuovamente agitata prima di essere aspirata nella 
siringa. La stabilità fisica e chimica di questa  preparazione è stata dimostrata fino a 
6 ore dalla sua ricostituzione per cui per ogni seduta di studio ecocontrastografico 
veniva utilizzato un nuovo flacone di mezzo di contrasto.  
Per lo studio ecocontrastografico, è stato effettuato, inizialmente, un flush del 
catetere venoso di 5 ml di soluzione fisiologica, in modo da verificarne il corretto 
posizionamento e liberare il passaggio del mezzo di contrasto da eventuali 
formazioni di coaguli. Il mezzo di contrasto, poi,  è stato caricato nella siringa, alla 
dose di 0,03 ml/kg ed iniettato in bolo rapido manualmente (2-3’’). Successivamente 
all’iniezione di mezzo di contrasto è stato condotto un altro flush di fisiologica (5 ml) 
per evitare che il mezzo di contrasto residuasse nel lume del catetere. 
 
 
 
 
Figura 15: Kit del mezzo di contrasto SonoVue. 
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CAPITOLO 5 
 
 
RISULTATI 
 
 
I 20 cani , oggetto di questo studio,  appartengono tutti alla razza Labrador. Essi sono 
suddivisi in 15 maschi castrati (75% del campione totale) e 5 femmine intere (25%), 
di età e peso compresi , rispettivamente, tra 1 anno e 1 anno e mezzo (media 1 anno e 
3 mesi ; SD ± 0,01 anni ) e  tra 25,6 e 36 Kg (media 20,01 Kg ; SD ± 3,1 Kg) 
(Grafico 1). 
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Grafico 1: distribuzione dei pesi dei cani oggetto di studio. 
 
 
Per essere sicuri che si trattassero di cani sani, privi di patologia renale, prima di 
effettuare lo studio ecocontrastografico, si è tenuto conto dei parametri di 
funzionalità renale, ricavati mediante esame ematico, per quanto riguarda la 
creatinina e la BUN plasmatica , esame delle urine, per la determinazione del 
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rapporto proteine/creatinina urinarie ed il peso specifico e la GFR,  mediante 
l’utilizzo della clearance plasmatica dello ioexolo (Tab.2). 
 
 
Soggetto Creatinina 
(0,6-1,5mg/dl) 
BUN 
(15-55 mg/dl) 
UP/UC Peso  specifico 
urinario 
GFR 
   (60-90   
   ml/min/m
2
) 
1 1,3 35 0,07 1059 80 
2 1,1 24 0,11 1052 71 
3 1,3 37 0,15 1047 70 
4 1,4 31 0,07 1036 75 
5 1,3 36 0,10 1049 64 
6 1,2 28 0,11 1046 68 
7 1,1 30 0,09 1035 67 
8 1,1 23 0,12 1043 85 
9 1,0 22 0,17 1041 87 
10 1,1 30 0,15 1035 79 
11 1,1 25 0,10 1048 78 
12 1,2 36 0,10 1047 79 
13 1,0 26 0,12 1039 66 
14 1,0 25 0,02 1031 68 
15 1,1 25 0,03 1034 88 
16 1,2 29 0,13 1032 89 
17 1,0 31 0,10 1051 72 
18 1,2 29 0,13 1037 69 
19 1,1 30 0,06 1038 77 
20 1,3 29 0,24 1058 60 
 
Tabella 2: Valori dei parametri funzionali renali presi in considerazione. 
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5.1 Indici di resistività (IR) e pulsatilità (PI) 
 
Dei 20 cani presi come campione in questo studio, 4 soggetti sono stati scartati 
perché essendo molto agitati non hanno permesso un’esame 
ecografico/contrastografico adeguato. 
Per i restanti 16 cani, prima dell’esame ecocontrastografico, sono stati presi, 
mediante il Doppler spettrale, gli indici di resistività e pulsatilità di ciascun rene in 
esame (Tab.3). 
 
Soggetto IR PI 
1 0,82 3,23 
2 0,68 1,62 
3 0,72 1,72 
4 0,76 1,55 
5 0,58 1,00 
6 0,96 2,70 
7 0,83 1,82 
8 1,0 3,97 
9 0,76 3,48 
10 0,66 1,79 
11 0,60 1,61 
12 0,51 1,55 
13 0,58 2,62 
14 0,77 2,54 
15 0,84 1,18 
16 1,00 3,14 
                                 
                                 Tabella 3: Valori degli indici di resistività e pulsatilità. 
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Di ciascun indice sono stati calcolati, mediante programma statistico, media e 
deviazione standard (Tab.4): 
 
 
 Media 
 
SD 
IR 0,75 
 
± 0,17 
PI 2,29 
 
± 0,8 
                        
       Tabella 4: Media e deviazione standard dell’indice di resistività (IR) e pulsatilità (PI). 
 
 
Successivamente i soggetti sono stati sottoposti ad uno studio ecocontrastografico  
con analisi sia qualitativa che quantitativa. 
 
 
5.2  Analisi qualitativa 
 
Di ciascun rene sinistro, di ciascun cane preso in esame, è stato effettuato uno studio 
qualitativo che teneva conto delle 3 fasi principali: fase arteriosa precoce, corticale e 
midollare, con i rispettivi tempi di enhancement. La prima fase è caratterizzata 
dall’evidenziazione delle arterie con l’arrivo del mezzo di contrasto, la seconda 
dall’intensa ed omogenea evidenza della corticale (picco della corticale) e l’ultima 
fase in cui le piramidi renali si riempiono fino a diventare isoecogene alla corticale. 
Dopodiché, si è tenuto conto anche dell’aspetto che il rene contrastato possedeva a 
fine studio (ad 1 minuto e mezzo dall’iniezione del mezzo di contrasto).  
Il wash out , infine, inizia dalla midollare, per estendersi più lentamente alla corticale 
(Tab.5). 
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Soggetti Fase 
 
arteriosa  
 
precoce 
 
(s) 
Picco della 
 
 corticale 
 
(s) 
Fase  
 
Midollare 
 
(s) 
Aspetto a fine studio  
 
(dopo 90 s) 
1 24 37 50 - washout completo della 
   midollare 
 
- corticale permane contrastata 
  con minore intensità 
2 
 
11 19 26 - wash out completo di  
 
  midollare e corticale 
3 12 18 
 
 
30 - wash out completo di     
 
   midollare e corticale 
4 10 15 30 - wash out completo della  
  midollare 
 
- corticale permane contrastata 
  con minore intensità 
5 15 22 32 - wash out completo della   
   midollare 
 
- corticale permane contrastata 
  con minore intensità 
6 15 22 
 
34 - wash out completo della  
  midollare 
 
- corticale permane contrastata  
  con minore intensità 
7 12 18 25 - wash out completo della  
  midollare 
 
- corticale permane contrastata 
   con minore intensità 
8 8 13 18 - midollare rimane lievemente 
   contrastata 
 
-corticale permane contrastata 
  con minore intensità 
9 9 15 32 - wash out completo midollare 
 
- corticale permane contrastata 
   con minore intensità 
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Soggetti Fase  
 
arteriosa  
 
precoce 
 
(s) 
Picco della 
corticale 
(s) 
Fase 
midollare 
(s) 
Aspetto a fine studio  
(dopo 90 s) 
10 7 12 
 
27 - wash out completo di  
   midollare e corticale 
11 8 13 23 - wash out completo della   
  midollare 
 
- corticale permane contrastata 
  con minore intensità 
12 13 19 30 - wash out complete della  
  midollare 
 
- corticale permane contrastata  
  con minore intensità 
13 10 19 33 - wash out completo della  
   midollare 
 
- corticale permane contrastata  
  con minore intensità 
14 10 20 30 - wash out complete della  
  midollare 
 
- wash out corticale quasi  
  completo 
15 8 13 20 - wash out complete della 
  midollare 
 
- corticale permane contrastata  
  con minore intensità 
16 12 19 30 - wash out completo della  
  midollare 
 
- corticale permane contrastata  
  con minore intensità 
    
   Tabella 5: Risultati dell’analisi qualitativa. 
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Di questi risultati, sono stati poi calcolati media e deviazione standard (Tab.6): 
 Media 
 
SD 
Fase arteriosa precoce (s) 
 
11,5 ± 3,9 
Picco della corticale (s) 
 
18,4 ± 5,5 
Fase midollare (s) 
 
29,4 ± 6,8 
   
Tabella 6: Media e deviazione standard di fase arteriosa, picco della corticale e fase midollare. 
 
 
 
5.3 Analisi quantitativa 
 
Nello studio quantitativo sono stati presi in considerazione i seguenti parametri: 
l’intensità di enhancement al picco (PI), il tempo che intercorre tra l’iniezione e 
l’arrivo del mezzo di contrasto (TTP up), il tempo tra l’iniezione ed il picco di 
enhancement (TTP0), la pendenza della curva durante la fase di riempimento 
(upslope), l’area sotto la curva (AUC) e l’area sotto la curva nella fase si 
riempimento (AUC in) e in quella di svuotamento (AUC out). 
Dato che PI, Upslope, AUC, AUC in e out sono influenzati dai valori di indice 
meccanico (IM) e Gain, sono stati inseriti anche questi ultimi valori, per poterli 
confrontare (Tab.7). 
 
 
 
 
 
 
 
 63
Soggetto IM Gain 
 
PI TTPup TTP0 Upslope AUC AUCin AUCout 
1 0,13 68 3.8 7.8 21.5 0.7 152.9 19.7 133.1 
2 0,13 70 3.0 5.2 7.1 0.6 103.1 9.9 93.2 
3 0,14 85 1.0 4.0 6.9 0.3 40.4 2.6 37.8 
4 0,13 80 1.9 4.8 11.3 0.5 107.1 6.0 101.1 
5 0,13 80 0.5 7.2 10.2 0.1 21.9 2.2 19.6 
6 0,13 79 1.3 3.8 11.7 0.5 23.6 3.3 20.3 
7 0,12 74 3.6 2.9 6.9 1.6 73.5 7.1 66.4 
8 0,14 69 4.5 2.8 22.4 2.4 220.0 9.1 210.9 
9 0,13 70 5.3 3.8 11.8 1,9 173.2 13.2 160.0 
10 0,13 70 2.1 2.1 13.6 1.4 68.4 3.1 65.3 
11 0,13 70 4.1 3.0 11.0 2.0 145.3 8.4 137.0 
12 0,13 70 3.1 2.9 9.0 1.4 96.8 6.1 90.7 
13 0,17 76 21.9 4.6 10.6 6.0 578.8 66.3 512.5 
14 0,17 72 20.8 20.1 61.8 1.5 1717.3 274.6 1442.7 
15 0,17 73 27.1 4.4 13.6 8.5 570.8 80.6 490.2 
16 0,12 73 6.8 6.4 6.5 1.1 310.2 27.0 283.2 
 
Tabella 7 : Valori dell’analisi quantitativa. 
 
 
 
 
 
 
 
Infine, di seguito, sono stati calcolati media e deviazione standard dei parametri presi 
in considerazione nell’analisi quantitativa (Tab.8): 
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 Media SD 
PI 6,9 ± 8,06 
TTP up 5,3 ± 4,10 
TTP0 14,7 ± 12,96 
Upslope 1,9 ± 2,16 
AUC 275,2 ± 424,11 
AUC in 33,7 ± 66,06 
AUC out 241,5 ± 342,42 
 
Tabella 8: Media e deviazione standard dei parametri quantitativi di perfusione renale. 
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CAPITOLO 6 
 
 
DISCUSSIONI 
 
I valori degli indici di resistività e pulsatilità ottenuti nel nostro studio (IR 0,75 ± 
0,17 e PI 2,29 ± 0,8) non si discostano molto da quelli trovati in letteratura; in una  
pubblicazione scientifica di Novellas et al. è stato calcolato un indice di resistività di 
pulsatilità renale in cani sani, rispettivamente di 0,72 e 1,52 
51
.  L’utilità clinica di 
questi valori risulta marginale infatti, l’indice di resistività arteriosa si è dimostrato 
sensibile e specifico nell’uomo per la diagnosi di alterazioni renali ostruttive e non 
ostruttive e rappresenta un indicatore precoce di nefropatia
52
, mentre, fino ad ora in 
medicina veterinaria, i risultati ottenuti si sono dimostrati sempre scarsamente 
sensibili e moderatamente specifici, soprattutto nel caso di lesioni diffuse acute o 
croniche, per cui attualmente il loro impiego presenta un valore più limitato rispetto a 
quello che essi possiedono in medicina umana
53
.   
Nei pazienti esaminati non si è verificato nessun effetto collaterale secondario 
all’iniezione endovenosa del mezzo di contrasto ecografico (SonoVue); la CEUS è 
risultata così una sostanza sicura e priva di tossicità come già dimostrato in 
letteratura
27
. Per lo studio ecocontrastografico abbiamo deciso di limitare al minimo i 
fattori che potessero infuenzare la metodica; è per questo motivo che abbiamo deciso 
di non ricorrere a nessun mezzo di contenimento farmacologico (anestesia), rendendo  
l’esame completamente ripetibile. Infatti, ad eccezione di quattro cani molto agitati 
esclusi dallo studio, l’esame sui restanti soggetti è stato eseguito con animale sveglio 
e contenimento  manuale. 
Riguardo l’esame contrastografico, è opportuno distinguere le due analisi qualitativa 
e quantitativa. L’analisi qualitativa consisteva nella valutazione della distribuzione 
del mezzo di contrasto nel parenchima renale nel tempo. Pur essendo una metodica 
 66
definita soggettiva, in tutti i casi abbiamo potuto osservare un’iniziale fase arteriosa 
precoce, in cui si sono resi visibili le arterie renali, seguita dall’iniziale presa di 
contrasto omogenea a livello della corticale, fino ad arrivare al picco di quest’ultima. 
Successivamente si rendeva visibile anche la fase midollare, che comunque 
permaneva ipoecogena e poco contrastata se confrontata con la corticale. Infine 
abbiamo osservato il wash out che iniziava dalla midollare, per poi interessare la 
corticale. Tutto questo risulta in accordo con i dati trovati in letteratura, come 
dimostrato dalla studio di Choi et al. dove si evidenzia appunto l’iniziale 
enhancement corticale, seguito da quello midollare, concludendosi con wash out 
prima midollare e poi corticale
40
. 
Anche per quanto riguarda i tempi ricavati (fase arteriosa precoce, 11,5 ± 3,9 s, picco 
della fase corticale 18,4 ± 5,5 s, fase midollare 29,4 ± 6,8 s), essi sono risultati 
concordi con quelli pubblicati in letteratura, come dimostra l’articolo di Kaspar et al. 
nel quale si descrive una fase arteriosa precoce a 10-15 s, un picco della fase 
corticale a 15-20 s ed un inizio della fase midollare a 25-35 s dall’iniezione del 
mezzo di contrasto
38
. Dai risultati ottenuti, quindi, quest’analisi qualitativa si è 
dimostrata conforme ai dati presenti in letteratura ed è quindi risultata metodica 
ripetibile. Bisogna ricordare però che la maggior parte della letteratura interessante 
quest’ultimo argomento riguarda la specie umana ed il cane è utilizzato come 
modello sperimentale. 
Nel nostro studio i risultati meno significativi sono derivati dall’analisi quantitativa. 
In questa metodica i parametri valutati sono influenzati da numerosi fattori di 
variabilità:  
- l’intensità di enhancement al picco (PI) risulta essere influenzata dall’indice 
meccanico (IM), dal guadagno (gain), dalla dose di contasto; 
- il tempo che intercorre tra l’iniezione e l’arrivo del mezzo di contrasto (TTP 
up), quello tra l’ iniezione ed il picco di enhancement (TTP0) e la pendenza 
della curva durante la fase di riempimento (upslope) risultano essere 
condizionati dalla velocità di infusione, dal volume del mezzo di contrasto e 
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del flush di soluzione fisiologica utilizzato, oltre che dalle caratteristiche 
emodinamiche individuali del soggetto; 
- l’area sotto la curva (AUC) e l’area sotto la curva nella fase di riempimento 
(AUC in ) e in quella di svuotamento (AUC out) sono influenzate dalla durata 
dell’esame, oltre che dall’indice meccanico e dal guadagno 
14
. 
L’apparecchio ecografico utilizzato ed il softwere dedicato non rivelano, invece , il 
valore della pendenza della curva durante la fase di svuotamento (downslope), 
parametro questo riportato in alcune pubblicazioni scientifiche. 
Il nostro protocollo ha cercato di limitare al minimo tutti questi fattori di variabilità. 
Infatti sono stati inclusi nell’esame animali sani della stessa specie (cane), della 
stessa razza (Labrador), della stessa età e con peso simile. Inoltre sono stati settati, in 
un range di variabilità molto limitato, sia il guadagno che l’indice meccanico e si è 
utilizzata sempre la stessa metodica di infusione (bolo rapido manuale in 2-3 s) con 
lo stesso mezzo di contrasto (SonoVue), sempre alla dose consigliata (0,03 ml/kg) 
e sviluppando un video di esame della stessa durata (90 s). Anche la quantità di 
fisiologica utilizzata per il flush, così come la sua velocità di infusione, sono state 
sempre il più possibili simili ( rispettivamente 5 ml di volume e 2-3 s). 
Nonostante sia stato utilizzato un protocollo ben standardizzato, i risultati sono stati 
però eterogenei, soprattutto per quanto riguarda i valori delle aree sotto la curva, sia 
quella totale che quelle delle fasi di riempimento e svuotamento (AUC, AUC in e 
AUC out). 
Ulteriore difficoltà è stata data dal fatto che non esiste letteratura in merito ad 
eccezione dell’articolo di Waller et al., dove si descrive l’analisi ecocontrastografica 
quantitativa della perfusione renale in cani sani. In questo articolo, però, numerosi 
sono i fattori di variabilità. Infatti lo studio è stato effettuato solo su 8 cani, tutti 
meticci (risultando quindi non della stessa razza), i cui pesi erano molto variabili tra 
loro (da 8 a 25 kg). Inoltre, di questi 8 cani, 6 sono stati sottoposti ad anestesia 
generale con propofol ed isofluorano, è stato utilizzato un diverso mezzo di contrasto 
di seconda generazione (Definity) e in 4 cani è stato utilizzato un rubinetto a tre vie  
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per l’infusione del mezzo di contrasto, il quale è stato infuso mediante 3 boli separati 
di 0,05 ml ciascuno. Anche per quanto riguarda i valori dei parametri quantitativi, 
viene espressa solo la media dei risultati con la relativa deviazione standard, senza 
specificare i valori unitari ottenuti di ciascun parametro considerato
37
. 
Tra i limiti del nostro studio troviamo il fatto di aver utilizzato un campione  esiguo 
di soggetti (16), di aver esaminato esclusivamente il rene sinistro ed aver effettuato 
in modo manuale l’iniezione del mezzo di contrasto.  
Per quanto riguarda l’analisi quantitativa, abbiamo ottenuto dei parametri mediante 
l’utilizzo di un apparecchio ecografico che presenta un proprio settaggio, dei propri 
parametri e delle proprie unità di misura, rendendo così i risultati ottenuti non 
confrontabili con quelli ottenuti da altri modelli di ecografi.  
Una proposta futura interessante sarebbe quella di inserire nello studio un campione 
maggiore di cani, cercare di ridurre ulteriormente i fattori di variabilità come, per 
esempio, sostituire l’infusione manuale con una a velocità costante mediante pompa 
ad infusione ed osservare se le differenze di razza o di peso possano incidere sui 
risultati di analisi ottenuti.  
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CAPITOLO 7 
 
CONCLUSIONI 
 
Secondo il nostro studio, la tecnica innovativa di imaging ecografica con mezzo di 
contrasto (CEUS) si dimostra essere molto utile nell’analisi qualitativa della 
perfusione  renale, in quanto permette di studiare la microvascolarizzazione di questo 
distretto anatomico attraverso le varie fasi di enhancement sia della corticale che 
della midollare renale. 
L’analisi quantitativa, invece, è risultata poco ripetibile e non ha permesso di 
ottenere parametri di vascolarizzazione significativi nonostante sia stata presa in 
esame una popolazione estremamente omogenea e sia stata messa a punto una 
metodica estremamente standardizzata e precisa. Inoltre, come sottolineato in 
precedenza, la variabilità del settaggio dei diversi apparecchi ecografici, non ne 
permette una correlazione tra valori ricavati da esami diversi e la presenza di pochi 
dati in letteratura non aiuta nell’effettuare un’analisi più approfondita e di 
comparazione.  
Infine, è opportuno considerare alcune limitazioni che presenta questa tecnica, quali 
quelle legate all’utilizzo di apparecchi ecografici dedicati, al costo maggiore rispetto 
ad un esame ecografico di base, al fatto di non permettere la simultanea 
visualizzazione comparativa dei due reni, impedendone di cogliere le differenze di 
intensità e tempistica dell’enhancement parenchimale. Inoltre, essendo la metodica 
operatore-dipendente e dato che non esistono ancora indicazioni univoche per 
l’interpretazione delle immagini, sono richiesti esecutori con una buona esperienza 
nel campo, al fine di minimizzare la variabilità interindividuale
54
.  
Nonostante questo, la CEUS rappresenta oggi una metodica con grandi potenzialità 
di applicazione anche nei piccoli animali.  Nel prossimo futuro è probabile che il  suo 
utilizzo nella pratica clinica subirà  una  rapida  accelerazione, grazie all’acquisizione   
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di sempre più maggiori informazioni
2
. 
In conclusione possiamo dire che questo studio rappresenta una ricerca preliminare 
sulla CEUS per la valutazione della perfusione renale che ha permesso di prendere 
confidenza con la metodica, ha permesso di standardizzare un protocollo di esame, 
ha ottenuto la descrizione qualitativa della perfusione renale nei cani sani ed ha così 
gettato le basi per estendere la ricerca anche a soggetti nefropatici in modo da 
confrontare le modificazioni della perfusione renale nelle diverse patologie renali 
diffuse. 
E’ doveroso comunque ricordare che alla base di una procedura clinico-diagnostica è 
obbligatorio iniziare sempre con un’accurata anamnesi e visita clinica, per proseguire 
con esami laboratoristici e continuare con metodiche strumentali; la CEUS, in questo 
iter, può rappresentare una metodica aggiuntiva di notevole importanza, da utilizzare 
a scopo diagnostico/prognostico. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
. 
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